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OZET

Oztirk C, Solunum Yollarindan izole Edilen Mannheimia haemolytica Suslarmn
Tiplendirilmesi, Bazi Viriillens Genleri ile Antimikrobiyal Maddelere Duyarhliklarmin
Arastirilmasi, Van Yiiziincii Y1l Univeritesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Veteriner Programi, Doktora Tezi, Van, 2020. Bu ¢alismada, hasta ve saglikli sigir ve koyunlarin
solunum yollarindan izole edilen Mannheimia (M.) haemolytica izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri,
onemli viriilens genlerinin dagilimi, antimikrobiyal maddelere duyarliliklar1 ve direng genlerinin tespit
edilmesi amaglandi. Nazo-farengiyal ve trake-brongiyal sivap orneklerinden kiiltiirii yapilan M.
haemolytica siipheli 55 izolatin 48 (%87.3)’i Real Time PCR ile M. haemolytica olarak identifiye edildi.
Incelenen izolatlarda, hastalik ve viriilens genleri ile iliskili biyokimyasal 6zelliklerin arginin-arginin ve
sorbitol testlerindeki farkliliklara gére 4 farkli biyokimyasal profil belirlendi. Real Time-PCR yontemiyle
viriilens genleri incelenen izolatlarda 3 viriilens gen profili tespit edildi. Izolatlarin %37.5°1 I, %33.3ii 11
ve %12.5°1 1l olarak belirlendi. Viriilens gen profil 1I’ye sahip izolatlarda viriilens ile iliskili genlerin
tamami belirlenirken, profil I’e sahip izolatlarda nmaA, profil 111’e sahip izolatlarda ise nmaA ve thpB
genlerinin bulunmadig: tespit edildi. Bununla birlikte biyokimyasal profil II’nin hastalik olgular ile
iligkili ve bunun arginin-arginin negatiflik ile iligkili oldugu belirlendi. Ayrica viriilens gen profil |
ozelligine sahip izolatlarin sadece biyokimyasal profil | ile iliskili oldugu ve bunun arginin-arginin
negatiflikten kaynaklandigi belirlenirken, arginin-arginin pozitif izolatlar ile viriilens gen profil 1l
arasindaki iligkinin 6nemli oldugu gozlendi. Ayrica, epsilometer test (E-test) ile antimikrobiyal
duyarliliklar1 ve minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri incelenen izolatlarm 9 (%18.75)’unda
antimikrobiyal direng belirlendi. E test ile direngli bulunan izolatlarin 1’i sadece eritromisine, 2’si sadece
penisiline, 1’i tilmikosin ve penisiline, 1’i tilmikosin, streptomisin ve penisiline, 1’i eritromisin,
tilmikosin, streptomisin ve tetrasikline, 3’1 eritromisin, tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin, penisilin ve
ampisiline direngli oldugu tespit edildi. Direngli bulunan izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunda (%66.6) ¢oklu
direng oldugu gozlendi. E test ile direngli oldugu belirlenen 9 izolatin 6 (%66.6)’sinda makrolid erm42,
mphE, msrE genleri ve bu izolatlarin da 5 (%55.5)’inde aminoglikozid direng geni strA tespit edildi.
Sonug olarak; arginin-arginin negatiflik ile gcp, gs60, tbpB, IktC, adh pozitif, nmaA negatif izolatlarin
kommensal ve patojen M. haemolytica izolatlariin ayriminda kullanilabilecek epidemiyolojik kriter
olabilecegi ve konu ile ilgili yeni caligmalarin yapilmasi gerektigi, ayrica M. haemolytica izolatlarinda
erm42, mphE, msrE genlerinin makrolid, strA geninin de aminoglikozid direncinden sorumlu genler
oldugu ve total DNA’da tespit edilebildigi, tetH ve blarog.; genlerinin total DNA’da tespit edilemedigi ve
bu genlerin plazmid ve transpozon gibi ekstrakromozamal DNA’da belirlenebilecegi, bundan dolay:
antimikrobiyal diren¢ geni ile ilgili baska mekanizmalarin aragtirilmasina yonelik yeni caligmalarin
yapilmasi gerekliligi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Duyarlilik, Biyokimyasal Profil, Direng Genleri, Mannheimia
haemolytica, Viriilens Genleri



ABSTRACT

Oztiirk C, Typing and Investigation of Some Virulence Genes with Antimicrobial
Susceptibility of Mannheimia haemolytica Strains Isolated from Respiratory Tracts, Van Yuzuncu
Yil University, Health Science Institute, Microbiology Department, Veterinary Programme, Ph.D.
Thesis, Van, 2020. In this study, it was aimed to determine the biochemical properties, distribution of
important virulence genes, antimicrobial susceptibilities and resistance genes of Mannheimia (M.)
haemolytica isolates identified from the respiratory tracts of sick and healthy cattles and sheeps. 48
(87.3%) of 55 M. haemolytica isolates found suspicious cultured from naso-pharyngeal and trachea-
bronchial swaps were identified as M. haemolytica by Real Time-PCR. According to the differences in
arginine-arginine and sorbitol tests, 4 different biochemical profiles were determined in the isolates
examined. Three virulence gene profiles were detected in the isolates examined by Real Time-PCR.
37.5%, 33.3%, 12.5% of the isolates examined were identified as I, 11l and Il, respectively. While all
virulence-related genes were identified in the isolates with virulence gene profile Il, it was determined
that there were no nmaA gene in profile | isolates and nmaA and tbpB genes in profile 111 isolates. At the
same time, it was determined that biochemical profile 11 was associated with disease cases and this was
related to arginine-arginine negativity. In addition, it was determined that isolates with virulence gene
profile | were associated only with biochemical profile | and that this was due to arginine-arginine
negativity, whereas the relationship between arginine-arginine positive isolates and virulence gene profile
111 was found to be significant. Furthermore, antimicrobial resistance was determined in 9 (18.75%) of the
isolates whose antimicrobial susceptibilities and minimum inhibitory concentration (MIC) values were
examined by epsilometer test (E-test). One and two isolates were found to be resistant to erythromycin
and penicillin, respectively. Also, the antimicrobial resistance was found to tilmicosin and penicillin in
one isolate. One of the isolates examined was found antimicrobial resistance to tilmicosin, streptomycin
and penicillin, too. One erythromycin-tilmicosin-streptomycin resistant isolate also exhibited resistance to
tetracycline. Beside, three erythromycin-tilmicosin-streptomycin-tetracycline resistant isolates was found
resistance to penicillin and ampicillin, too. Multiple resistance was observed in the majority of the
resistance isolates (66.6%). The macrolide erm42, mphE, msrE genes were found in 6 (66.6%) of the 9
isolates determined to be resistant by E test, and the aminoglycoside resistance gene strA was detected in
5 (55.5%) of these isolates, too. As a result; arginine-arginine negativity and gcp, gs60, tbpB, IktC, adh
positive, nmaA negative isolates may be the epidemiological criteria that can be used to differentiate
commensal and pathogen M. haemolytica isolates and new studies on the subject should be done. Also, it
was conclude that in M. haemolytica isolates, erm42, mphE, msrE genes are responsible for macrolide
resistance genes and strA gene is the genes responsible for aminoglycoside resistance and these genes can
be detected in total DNA, while the tetH and blagos.; genes could not be detected in total DNA. it is
suggested that tetH and blagog.; genes can be identified in extrachromosomal DNA such as plasmids and
transposons, and therefore new studies to investigate other mechanisms related to the antimicrobial
resistance gene are required.

Key Words: Antimicrobial Susceptibility, Biochemical Profile, Mannheimia haemolytica, Resistance
Genes, Virulence Genes
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1.GIRIS

Insanlarin  bedensel ve zihinsel gelisiminde gerekli olan ihtiyaglarinin
karsilanabilmesi i¢in hayvansal kaynakli proteine gereksinim duyulmaktadir. Saglhikl
bir toplumda bireylerin yeterli ve dengeli beslenmesinde hayvansal protein almasi
gerekliligi iilkelerin Oncelikli konular1 arasinda olmasindan dolayi, teknoloji ve
sanayilesme politikalar1 gelismesine ragmen hayvancilik sektorii, gelisen ve gelismekte
olan iilkeler i¢in stratejik dnemini hala korumaktadir. Diinya genelinde et {iretiminin
yaklasik %30°u sigirlardan, %35°1 ise kii¢likbas hayvanlardan saglanirken, iilkemizde et
ihtiyacinin %881 sigir, %12’si ise kii¢iikbas hayvanlardan karsilanmaktadir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, Tiirkiye’de 2019 yilinda 17 milyon 872 bin
biiytikbas, 48 milyon 481 bin kiigiikbas hayvan bulunmaktadir. Tiirkiye’de sigir sayisi
en fazla olan illerin baginda Balikesir, Erzurum, Izmir, Kars ve Konya illeri olup, sigir
varligmin %20’sini bu iller olusturmaktadir. Kiigiikbas hayvan varliginin en fazla
oldugu iller ise, Agri, Konya, Mersin, Sanlurfa ve Van illeridir. Bu iller kiiciikbas
hayvan varliginin %22’sini olusturmaktadir. Hayvanciligin gerek ekonomik gerek
saglik agisindan onemi hayvan sagiligini da giindeme getirmistir (Et ve Stit Kurumu,

2016; TAGEM, 2018; TUIK, 2019).

Gelismekte olan iilkeler toplam hayvansal {retiminin %30'unu hayvan
hastaliklar1 nedeniyle kaybetmektedirler (Sentiirk, 2015). Global Animal Medicine
Association (2019)’1n bildirdigine gore her yil tiimiiyle onlenebilir hastaliklardan dolay:
diinya genelinde her bes c¢iftlik hayvanindan bir tanesi 6lmekte ve bu hastaliklardan
kaynakli olarak meydana gelen verim kayiplar ile birlikte treticiler, diinya genelinde
her yil 20 milyar dolar kayip yasamaktadir. Bu kayiplara neden olan en Onemli
problemlerden birinin solunum yolu hastaliklari oldugu rapor edilmistir (Bell, 2008;

Statham, 2018).

Pnémonik pastorelloz, sigir, koyun ve kegilerde tiim diinyada 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan bir solunum sistemi hastaligidir (Yavrucu, 2008; Hossain, 2014;
Ahmed, 2017). Kiigiik ruminant 6liimlerinin %50’sinin, sigir dliimlerinin %30’unun
pnomonilerden meydana geldigi rapor edilmistir (Adamu, 2007; Kumar ve ark., 2014).

Hastaligin global ekonomiye etkisi tim diinyada kabul gormiis, bazi iilkelerde yillik



yaklagik 1 milyar dolar1 bulan ekonomik kayba neden oldugu bildirilmistir. Yalnizca
Ingiltere’de 1.9 milyon sigirin pnémoniye yakalandigi ve hastaligm yillik 60 milyon
pound zarar meydana getirdigi bildirilmistir (Boudreaux, 2004; Rahal ve ark., 2014;
Statham, 2018).

Akdeniz, Afrika ve Giineydogu Asya kiiglik ruminantlar agisindan et, siit ve yiin
gibi hayvansal iiriinlerin degerlendirildigi diinyada onemli bdlgelerdendir (Kumar ve
ark., 2014). Diinya genelinde koyun pnomonileri bilhassa yeni dogan ve besi
kuzularinda yaygin olarak ortaya ¢ikarken, yetiskin koyun siirtilerinde ise atipik klinik
belirtiler ile goriilebilmektedir. Hastaligin olusumunda bir¢ok viriis ve bakterinin rol
almasinin yani sira, olumsuz iklim sartlari, tozlu agil cevreleri, yetersiz ve dengesiz
beslenme, transport ve intansif yetistiricilik gibi immun sistemi deprese edebilen stres
faktorleri, hastaligin  sekillenmesinde onemli etiyolojik  faktorler arasinda
bulunmaktadir. Yogun siiriiler halinde intansif yetistilen kiiclikbas siiriilerinde pnémoni
riski ve siddeti daha fazla goriilmektedir. Agil ortaminda yeterli hava sirkiilasyonunun
olmamasi, hayvanlar i¢in yeterli alanin bulunmamasi ve yakin temas, infeksiyoz etkenin
koyunlar arasinda daha hizli yayilmasina neden olmaktadir. Ayrica kalabalik
yetistiricilik sonucu agilda amonyak gazi olusumunun fazla olmasi, solunum
mukozasin tahris ederek immun sistemin enfeksiyonla miicadele yetenegini azalttigi

i¢in klinik hastalik tablosu ortaya ¢ikabilmektedir (Oztiirk ve Civelek, 2007).

Pnomonilerin koyun siiriilerinde ortaya ¢ikmasinda gevresel faktorlerin yanisira
hayvanlarin iist solunum yollarinin (nazofarinks, tonsilla ve mukoz membranlar) normal
bakteriyel florasinda fakiiltatif olarak bulunan, bakteriler, virtislar ve paraziter etkenler
onemli etiyolojik ajanlar olarak rol oynamaktadir. Bu etkenler, immun sistemin
baskilandig1 stres faktorlerinde opurtunistik patojen haline gecerek pndomoniye neden
olabilmektedirler (Ahmet, 2003; Oztiirk ve Civelek, 2007). Koyunlarda meydana gelen
pndémoni vakalarinda yapilan bakteriyel incelemelerde Mannheimia (M.) haemolytica,
Pasteurella (P.) multocida, Mycoplasma spp., Trueperella pyogenes, Streptococcus spp.
ve Staphylococcus spp.’nin hastaligin olusumunda primer ve sekonder etkenler oldugu,
viral incelemelerde Parainfluenza Virus-3, Adenovirus, Respiratory Syncytial Virus,
Lentivirus, Reovirus ve Herpes viriislerin rol aldigi, paraziter incelemelerde ise

Dictyocaulus filaria, Prostrongylus rufescens ve Muellerius capillaris’in tespit edildigi



bildirilmistir (Beytut ve ark., 2002; Oztiirk ve Corlu, 2006; Yiizbasigil, 2010).

Sigirlarin  solunum yolu hastalifi veya shiping fever Ozellikle besi sigiri
yetistiriciliginde %75 morbidite ve %50 mortaliteye neden olmasi dolayisiyla en yaygin
hastaliklardan biri olarak bilinmektedir (Adamu, 2007; Arslan ve Ozcan, 2018).
Hastaligin olusumunda bakteriyel, viral ve paraziter ajanlarla birlikte siitten kesme,
transport, tozlu ve yetersiz ahir sartlari, ekstrem hava kosullar1 gibi ¢ok sayida etiyolojik
etkene bagli olarak sekillenebilmektedir. Hastaligin olusumunda M. haemolytica, P.
multocida, Histophilus somni ve Mycoplasma bovis’in primer ve sekonder bakteriyel
etkenler olarak rol aldigi, viral etkenler olarak Bovine Viral Diarrhea Virus , Bovine
Herpesvirus tip-1, Bovine Respiratory Syncytial Virus ve Parainfluenza Virus-3
bulunurken, paraziter etken olarak da Dictiocaulus viviparus 'un saptandigi bildirilmistir
(Kehrenberg ve ark., 2001; Lee ve ark., 2003; Bell, 2008; Aulik ve ark., 2011; Rosadio
ve ark., 2011; Saeed, 2016).

M. haemolytica ¢esitli hayvan tiirlerinin solunum yolu florasinda kommensal
olarak bulunmasi1 nedeniyle, solunum yolu enfeksiyonlarinda primer ve sekonder
bakteriyel etken olarak bulunmasina ragmen, oOzellikle iilkemizde yeterli sayida
epidemiyolojik calisma bulunmamaktadir. Etkenin solunum yollarindan izole edilmesi
hastalik tablosunun meydana gelmesinde tek basina yeterli goriilmemektedir
(Highlander, 2001; Kisiela ve Czuprynski, 2009). Baz1 arastirmacilar, saglikli ve hasta
hayvanlardan izole etikleri M. haemolytica suslarinda serotipik farkliliklar olabilecegini
bildirmelerine ragmen, kommensal M. haemolytica ile patojen M. haemolytica arasinda
belirgin farkliliklar bildirilmemis ve florada bulunan suslarin hangi mekanizma ile
hastalik olgularinda patojen hale geldigi hala cevabi aranan sorular arasinda yer
almaktadir (Boudreaux, 2004; Ksiella ve Czuprynski, 2009; Singh, 2011; Caswell,
2016).

Ulkemizde yapilan miinferit calismalarda koyun ve sigirlarn  akciger
orneklerinden konvansiyonel bakteriyolojik yontemler ile P. multocida ve M.
haemolytica’nin izolasyon ve identifikasyonu yapilmis ve izole edilen suslarin cesitli
antimikrobiyal maddelere kars1 in vitro duyarliliklar1 arastirilmistir (Onat ve ark., 2010;
Tel ve Keskin, 2010). Yapilan bazi calismalarda ise mezbahada kesimi yapilan koyun,

ke¢i ve sigirlarin akcigerlerinden alinan 6rneklerden izole edilen M. haemolytica ve P.



multocida suslarinin PCR ile teshisi yapilimis ve in vitro antimikrobiyal duyarliliklar
tespit edilmistir (Ozbey ve Muz, 2004; Ulker ve ark., 2012).

Van ve yoresinde bugiine kadar sigir ve koyunlarin solunum yolu hastaliklarinin
etiyolojisine iligskin az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Konuyla ilgili olarak, mezbahada
kesimi yapilan koyun ve kegilerden alinan akciger 6rneklerinden P. multocida ve M.
haemolytica bakteriyolojik yontemlerle izole edilmistir (Yener ve ark., 2001). ilhan ve
Keles’in (2007) yaptig1 bir ¢alismada pnémonili koyun akcigerlerinden izole edilen M.
haemolytica suslarinin konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle biyotiplendirildigi ve
kapsiiler serotipik farkliliklarmin belirlendigi bildirilmistir. Solmaz ve ilhan (2011)
tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada ise M. haemolytica’nin ¢esitli antimikrobiyal
maddelere kars1 duyarliliklarinin tespiti yapilmistir. Giilaydin ve Giirtlirk (2018)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Van ilinde mezbahada kesimi yapilan hasta/saglikli
sigirlardan aliman nazo-farengiyal ve trake-bronsial sivap drneklerinden izole edilen P.

multocida’nin PCR ile teshisi ve kapsiiler tipleri arastirilmistir.

Bu c¢aligmada ise Van Ili belediye mezbahasinda kesimi yapilan sigir ve
koyunlarin solunum yollarindan ve sahada klinik olarak solunum yolu problemi tespit
edilen si@ir ve koyunlarin st solunum yollarindan Orneklerin  alinarak M.
haemolytica’nin identifikasyonu, biyokimyasal profillerinin ve viriilens ile iliskili bazi
onemli genlerinin varligmin ortaya konulmasi, ayrica elde edilen izolatlarin
antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi ve direngli bulunan suslarin direng
genlerinin arastirtlmasi ile kommensal ve patojen M. haemolytica suslari arasindaki

farkliligin tespit edilmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mannheimia haemolytica’min Genel Ozellikleri
2.1.1. Tarihg¢e ve simiflandirma

M. haemolytica; Bacteria aleminin, Proteobacteria boélimii, Gamma
proteobacteria sinifi, Pasteurellales takimi, Pasteurellaceae familyasi, Mannheimia cinsi
icerisinde yer almaktadir. Bu familya igerisindeki mikroorganizmalar kanatli, memeli,
stirlingen ve bazen de amfibik konakgilarin solunum, sindirim ve {ireme sistemlerinde
bulunabilmektedir (Yavrucu, 2008). Son 20 yilda hizla gelisen 16S rRNA sekans
analizleri ve diger molekiiler teknikler, Pasteurellaceae familyas: igerisinde bulunan
birkag yeni cins, kabul edilen yaklasik 58 tiir ve taksonomide isimlendirilmemis 25
takimin tanimlanmasina kapi aralamistir (Christensen ve Bisgaard, 2004; Catry, 2005).
Bu familya igirisinde bulunan 7 cins, veteriner hekimlik agisindan énem arzetmektedir.
Bunlar, Haemophilus (Broom ve Sneath, 1981), Pasteurella (Mutters ve ark., 1985),
Mannheimia (Angen ve ark., 1999), Histophilus (Angen ve ark, 2003), Actinobacillus
(Christensen ve Bisgaard, 2004), Avibacterium (Blackall ve ark., 2005) ve Biberstenia
(Blackall ve ark., 2007) cinsleridir (Quinn, 2011).

Pasteurella cins ismi, bir Italyan kontu olan Trevisan tarafindan Louis
Pasteur’iin tavuk Koleras: iizerine ¢alismalarina ithafen verilmistir. Pasteurella cinsi,
izole edildiginden giiniimiize kadar taksonomik olarak bir¢cok degisiklige ugramistir.
Tavuklarda kolera etkenlerinden izole edilen M. haemolytica, onceleri Bacterium
bipolare multocidum olarak isimlendirildi. Daha sonra yapilan ¢alismalar neticesinde
etken 2 alt gruba ayrilarak, ruminantlarda fibrin6z pnémoniye neden olan etken P.
boviseptica, hemorajik septisemiye neden olan ve simdi P. multocida olarak
adlandirilan etken de P. haemorrahagic septicemia olarak isimlendirildi. Newsom ve
Cros (1932)’un bu bakteri tiirleri iizerine yapmis olduklari ¢alismalar neticesinde bazi
bakterilerin L-arabinozu, ksiloz ve trehalozu fermente ettiklerini tespit etmislerdir.
Ozellikle L-arabinoz ve trehaloz fermentasyon &zelliklerine gore sirasiyla biyotip A ve
T olmak tiizere iki biyotipe sahip olduklar1 ve bu o6zellikte olan bakterilerin P.
haemolytica olarak yeniden isimlendirilmesi gerekliligini bir¢ok arastirmaci yaptigi

caligmalarla ortaya koymustur (Biberstein ve ark., 1960; Biberstein ve Gills, 1962;



Angen ve ark., 1999; Angen ve ark. 2002). Daha sonra yapilan DNA-DNA
hibridizasyon calismalar1 ile P. haemolytica biotip A, 1999 yilinda yeniden yapilan
taksonomik c¢alismada Pasteurella cinsinden ayrilarak Pasteurellacea familyasi
icerisinde, Pasteurellacea siiflandirilmas: tizerine onemli katkilar1 bulunan Walter
Mannheim’e ithafen Mannheimia cins ismi altinda yeni bir tiir olarak tanimlandi
(Angen ve ark., 1999). Trehaloz fermente eden P. haemolytica biotip T ise, dnce P.
trehalosi olarak ayri bir tiir, daha sonra da 2007 yilinda Biberstenia trehalosi ismi ile
yeni ve ayr bir cins olarak revize edildi (Blackall, 2007; Mohamed ve Abdelsalam,
2008; Rice ve ark, 2008; Hounsome, 2012).

M. haemolytica’nin serotiplendirilmesinde kapsiiler yiizey antijenlerine yonelik
olarak yapilan indirekt hemagliitinasyon ve c¢abuk lam agliitinasyon testleri
kullanilmaktadir (Biberstein ve Gills, 1962). Biberstein ve ark. (1960) tarafindan ilk
olarak yapilan indirekt hemagliitinasyon testi serotiplendirmede en yaygin kullanilan
yontemdir. Serotiplendirme ve DNA-DNA hibridizasyon galismalari sonucunda M.
haemolytica’ya ait 12 serotip (1,2,5,6,7,8,9,12,13,14,16,17) ve Biberstenia trehalosi’ye
ait 4 serotip (3,4,10,15) oldugu tespit edilmis, serotip 11’in ise Mannhemia cinsi
igerisinde bir tiir olan M. glucosida olarak isimlendirilmistir (Younan, 1995; Angen ve
ark., 1999; Highlander ve ark., 2001; Omaleki, 2012).

Mannheimia cinsi igerisinde Onceleri en Onemli tiir olan ve oOzellikle
ruminantlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinda primer ve sekonder etken olarak
bulunabilen M. haemolytica yer almaktaydi. Daha sonra Angen ve ark., (1999)
tarafindan yapilan taksonomik ¢aligmada biotiplendirme, ribotiplendirme, DNA-DNA
hibridizasyon, 16S rRNA sckans c¢alismalar1 ve multilokus enzim elektroforez
calismalar1 neticesinde, Mannheimia cinsi igerisinde M. haemolytica, M. glucosida, M.
granulomatis, M. varigena ve M. ruminalis olmak iizere 5 tiir tanimlandig bildirilirken,
taksonomide tanimlanmayan yeni tiirlerin de olabilecegi bildirilmistir. Christensen ve
ark. (2011) tarafindan otitis media ve konjuktivitli gen¢ domuzlarda yapilan bir
calismada izole edilen Mannheimia cinslerinin 16S rRNA sekans analizi sonucunda bu
cins icersinde M. caviae isminde yeni bir tiir tanimlandig1 bildirilmis, daha sonra
Hadjadj ve ark. (2015) tarafindan deri apsesi bulunan bir insandan alinan 6rnekten izole

edilen etken ile yapilan tim genom sekans analizi, Matrix-assisted laser



desorption/ionization time of flight mass spectrometry protein analizi ve 16S rRNA
sekans analizi c¢aligmasinda yeni bir Mannheimia tiri tanimlandigt ve M.

massilioguelmeansis olarak adlandirildig: bildirilmistir.
2.1.2. Mannheimia haemolytica 'min morfolojik ve Kiiltiirel o6zellikleri

M. haemolytica Gram negatif, hareketsiz, ~0.5 x 1.2 um boyutunda, endospor
olusturmayan, kiiclik comak veya kokobasil sekilli kapsiillii bir bakteridir. Gram
boyama yoOntemiyle boyandigi zaman bipolar boyanma 06zelligi gosterebilmektedir.
Fakiiltatif anaerobik veya mikroaefilik (%5-10 CO,) ortamda 37 °C’de kan veya serum
ilave edilmis besi yerinde iyi lireme yetenegine sahiptir. Kat1 besiyerinde +4 °C’de 5-7
giin canl kalabilmektedir. Uzun siireli stoklamalarda liyofilizasyon veya -80 °C’de,
icerisinde gliserol, glikoz ve serum bulunan nutrient brothda saklanmasi tavsiye
edilmektedir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. D-sorbitol, D-ksiloz, D-mannitol, maltoz ve
dekstrini fermente eder. Triple Sugar Iron (TSI) agarda glukoz, laktoz ve siikrozu
fermente eder, fakat gaz ve H,S olusturmaz. Alkalin fosfataz ve nitrat rediiksiyon
testleri pozitiftir. Suslarin ornitin dekorboksilaz, L-arabinoz, B-glukosidaz ve iireaz
reaksiyonu negatiftir (Quinn, 2002; Mutter ve ark., 2015; Nefenchenko, 2018). Morris
(1958) tarafindan yapilan bir ¢alismada %35 koyun kam ilave edilmis tryptose agar
iceresine neomisin (1-5 pg/ml), novobiosin (2 pg/ml) ve actidione (100 pg/ml) ilave
edildiginde besiyerinin M. haemolytica ile infekte hayvanlardan ve kontamine

materyallerden etkenin izolasyonu igin selektif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

M. haemolytica %5-7 defibrine sigir, koyun veya tavsan kani ilave edilmis agar
besiyerinde 24-48 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apinda kenarlar1 diizgiin, smooth
ve grimsi koloni olusturur. Domuzlardan izole edilen suslarin kolonileri daha kii¢iik
olmaktadir (Mutter ve ark., 2015). Etken rutin laboratuvar besi yerlerinin bir¢ogunda
iireme yetenegine sahiptir. Trypticase soy blood agar base, tryptose blood agar base ve
%35 koyun kani eklenmis Colombia blood agar base gibi besi yerleri genellikle ilk
izolasyonda siklikla kullanilmaktadir (Quinn ve ark., 2011). Etken buyyonda bulaniklik
meydana getirerek iirer ve dipte tortu olusturur. Suslarin biiylik ¢ogunlugu kanli agarda
hemoliz meydana getirir (Tomassini ve ark., 2009; Taunde ve ark., 2019). Hemoliz

biiyiikliigii besi yerinde kullanilan kanin orjinine gore degiskenlik gosterebilmektedir



(Mutter ve ark., 2015). M. haeolytica’nin MacConkey agarda iireme yetenegi
degiskenlik gostermektedir (Bisgaard, 1977; Angen, 1999; Mutter ve ark., 2015).

2.2. Mannheimia haemolytica’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlarin Patogenezi

M. haemolytica’nin patogenezi ve viriilens faktorleri ile iliskili ¢aligmalarin
biliylik cogunlugu serotip Al iizerine yogunlasmistir (Mutter ve ark., 2015). Etken
diinya genelinde evcil ruminantlarin solunum yolu mukozalarinda kommensal olarak
yaygin sekilde bulunmaktadir (Adamu, 2007). Evcil ruminantlarda pndmoni
vakalarinda primer bakteriyel etken olarak siklikla izole edilmesi yaninda, koyunlarda
mastitis, ii¢ aydan kii¢iik kuzularda septisemi ve pnémoni, sigirlarda septisemi ve abort
vakalarinda, tavuklarda da pnomoni olgularindan izole edilmistir (Adamu, 2007; Quinn,
2011; Omaleki, 2012; Setta, 2017; Umar, 2018). Ayrica insanda endokarditis, pndmoni,
beyin apsesi, liriner sistem enfeksiyonu ve bir bebekte septisemiye neden oldugu

bildirilmistir (Punpanich, 2012; Ahmed, 2017).

M. haemolytica iizerine yapilan ¢aligmalarin biiyikk ¢ogunlugu hayvanlarda ist
ve alt solunum yollarinda meydana getirdigi patolojik bozukluklar1 {izerine
yogunlagmaktadir (Yavrucu, 2008). Solunum sistemi, miikoz membran bir tabakayla
kapli oldugundan mukoid o6zellikte salgi tiretebilmektedir. Farinks araciligiyla {ist
solunum yolunda bulunan siliar epitel hiicrelerin hareketi ve mukoid salgi ile birlikte
kommensal M. haemolytica etkenleri rumene dogru hareket ettirilir ve mide asidinin
etkisiyle inaktive olur. Bu muko-siliar temizlik mekanizmasinin olumsuz ¢evre sartlari
(stitten kesme, kotii hava kosullari, transport, yem degisikligi ve yetersiz beslenme,
stiriiye farkli hayvanlarin girisi vs.), viriisler (Parainfluenza Virus 3, Bovine herpesvirus
1, Respiratory Syncytial Virus, Lentivirus, Reovirus) ve diger bazi bakteriler (P.
multocida, Mycoplasma spp., Trueperella pyogenes, Streptococcus spp. Ve
Staphylococcus spp.) tarafindan bozulmasi sonucu iist solunum yollarinda M.
haemolytica etkenlerinin ¢ogalmasina neden olurlar. Daha sonra bakteri yiizeyinde
bulunan dis membran proteinleri ve ylizey lipoproteinleri araciliiyla etken bronslardaki
epitel hiicrelerde kolonize olur. Antifagositik 6zellige sahip kapsiil sayesinde notrofil ve
makrofaj fagositozundan kurtulan bakteri, nazo-farinksden akcigere gegerek pndmoni

tablosunu meydana getirir (Ahmed, 2003; Yavrucu, 2008).



M. haemolytica tarafindan olusturulan pnémoni vakalar1 akut kranio-ventral
fibrindz pndémoni ve fibrinopurulent pléra pndmoni ile karakterizedir (Confer, 2009).
Makroskobik olarak akcigerlerin kesit yiizeyi mermerimsi ve loblar gri-kirmizi renkte
goriiniir. Biitiin loblarda hemoraji ve koagulasyon nekrozu belirgindir. Interlobuler
septum genellikle fibrinden zengin 6dem sivisi ile doludur. Histolojik olarak, alveoller
degisken derecede notrofil ve makrofaj infiltrasyonu ve fibrin yoniinden zengin eksudat

ile doludur (Aitken, 2007; Rice ve ark., 2008; Confer, 2009).

M. haemolytica infeksiyonlarmin bazilarinda klinik olarak higbir belirti
gostermeden Oliim meydana gelebilir. Akut pnomoni vakalarinda klinik olarak,
durgunluk, solunum gii¢liigii, 40.6°C’den yiiksek ates, degisken derecede hizli solunum,
oskiiltasyonda solunum seslerinin anormal olmasinin yaninda, nazal ve okiiler akintilar
siklikla goriilen belirtilerdir. Subakut ve kronik pndmoni vakalarinda ise klinik belirtiler

akut belirtilerden daha az belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Aitken, 2007).

M. haemolytica’nin konak savunmasindan ka¢masina ve kolonize olmasina
olanak taniyan ve hastalik patogenezinde dnemli rol oynayan bir¢ok viriilens faktoriine
sahiptir. Bu faktorler arasinda yapilan c¢alismalarda tespit edilen adhezinler, kapstiler
polisakkarit, dis membran proteinleri, lipopolisakkarit, nérominidaz, l6kotoksin,
lipoprotein, sialoglikoproteaz, serotip-spesifik protein ve transferrin baglayan proteinler
birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Lo, 2001a; Highlander ve ark., 2001;
Zecchinon ve ark., 2005; Rice ve ark., 2008; Singh ve ark., 2018;).

2.3. Mannheimia haemolytica’min Viriilens Faktorleri ve Genleri
2.3.1. Kapsiil

M. haemolytica kapsiiler polisakkarit yapisi, p 1-4 bagi ile bagh N-
asetilmannozaminiironik asit ve N-asetilmannozamin’in olusturdugu disakkaritin
tekrarlamasindan meydana gelmektedir. Kapsiiler polisakkaritin biyosentezinde
Uridine-5’-Triphosphate (UDP) N-acetyl-2-Epimeraz ve UDP-N-asetilmannozamin-
dehirrogenaz enzimlerini kodlayan nmaA ve nmaB genlerinin rol aldigi bildirilmistir

(Adamu, 2007). Bakteri iireme doneminin logaritmik faz asamasinda kapsiil olusumu



fazla iken duraklama doneminde daha azdir. Kapsiiler polisakkaritin kimyasal yapisi

serotip 1,2 ve 6 {izerine yapilan ¢aligmalar {izerine yogunlasmistir (Singh, 2011).

M. haemolytica’nin kapsiiler polisakkarit yapis1 solunum sisteminde adhezyon
ve kolonizasyonu kolaylastirmaktadir. Ayrica antifagositik etki ile notrofil ve makrofaj
fagositozunun engellenmesi yaninda, komplement lizisinin inhibisyonuna karsi
bakteriyi koruyan onemli bir viriilens faktordiir (Lo ve ark., 2001b; Yavrucu, 2008).
Baz1 izolatlarda kapsiiler polisakkarit yapisinin bulunmadigi bildirilmistir. Kapsiil
bulunmayan mutant M. haemolytica etkenlerinin kapsiiler suslardan ¢ok daha kolay
fagosite edildigi ve akcigerlerde pulmoner surfaktan ile interaksiyonu sonucunda
etkenin kolonizasyon yeteneginin zayifladigi bildirilmistir (McKerral, 2002; Adamu,
2007).

M. haemolytica kapsiiler polisakkarit antijen tipine gore Al, A2, A5, A6, A7,
A8, A9, A12, A13, Al4, A16 ve A17 olmak lizere 12 farkli serotipe sahiptir. Serotip
Al, A2 ve A6’nin tim diinyada sigir ve koyunlarin {ist solunum yollarinda yaygin
olarak bulundugu ve konakg1 tiirleri ile serotipler arasinda bir iligkinin oldugu bir¢ok
arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Al-Ghamdi ve ark., 2000; Hauglund ve ark., 2015;
Klima ve ark., 2017). Saglikli sigirlarin nazofarengiyal bolgelerinden serotip A1, A2 ve
A6 siklikla izole edilen sertotiplerdir. Serotip A7, A9 ve A12’nin neden oldugu vakalar
bildirilse de sigirlarin solunum yolu hastaliklarinda serotip A1 ve A6 en Onemli
serotipler olarak kabul edilmektedir (Yavrucu, 2008; Klima ve ark., 2017; Garcia-
Avarez ve ark., 2018). Koyunlarda ise A2 serotipi solunum yolu hastaliklarinda en
yaygin serotip olarak bulunurken serotip A5, A6 ve A7 serotiplerinin prevalasinin da
yiiksek oldugu belirtilmistir (Rice ve ark., 2008). Kapsiil yapist disinda lipopolisakkarit
yapilar1 ve dis membran proteinlerine gore serotip Al ve A6’nin benzerliklerinin
yiiksek oldugu ifade edilmistir (Zecchion ve ark., 2005). Ulkemizde koyunlarda yapilan
miinferit ¢alismalarda ise A2, Al ve A6 serotiplerinin en fazla bulunan serotipler
oldugu bildirilmistir (Kirkan, 2003; Ilhan ve Keles, 2007)

2.3.2. Lipopolisakkarit

M. haemolytica lipopolisakkarit kompleksinin biyosentezinde klonlanmis ve

karakterize edilmis 2 gen bolgesi tanimlanmustir. Bunlar lic2 ve IpsA olarak adlandirilan
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gen bolgeleridir. lic2, Haemophilus influenzae lipopolisakkarit gen bolgesine benzeyen
bir peptid yapiy1 kodlayan ve 263 amino asitten olusan gen bolgesiyken, IpsA ¢ekirdek
oligosakkarid biyosentezinde gerekli olan glikosiltransferaz genini kadlayan bir gen
bolgesidir (Highlander, 2001). M. haemolytica lipopolisakritinin molekiil yapisi
oligosakkarid bolgelerin tekrarindan olusmus polisakkarid yan zincir (O antijen), lipid
A ile diistik molekiiler agirliga sahip ¢ekirdek oligosakkarit bolgelerden olmak {izere {i¢
farkli yapidan meydana gelmektedir. Lipid A yiiksek ates ve hipotensif soka neden olan
endotoksin tiretir. O antijeni immunojenik ve farkli serotipler arasinda kros reaksiyon
meydana getirerek antikor olusumuna neden olmasina ragmen, pndmoninin olusumuna
kars1 konak¢inin korunmasi ve lipopolisakkarite karst yiiksek antikor yaniti arasinda
herhangi bir iliski bulunamamistir (Singh ve ark., 2011). Lipopolisakkarit kompleksi
bakteri kuru agirliginin %10-25’ini olusturmaktadir (Yavrucu, 2008). Lipopolisakkarit
kompleksinin yapisal ve antijenik 6zelligi incelendiginde M. haemolytica’nin rough
(¢ekirdek oligosakkarit ve Lipid A) ve smooth (¢ekirdek oligosakkarit, Lipid A ve O
antijen) koloni tipinde, Bibersitenia trehalosi’nin ise smooth koloni tipinde bir
lipopolisakkarite sahip oldugu bildirilmistir (Adamu 2007). Ali ve ark. (1992)
tarafindan koyun ve sigirlardan elde edilen M. haemolytica izolatlariin lipopolisakkarit
bazli heterojenitelerini  tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismada, indirekt
hemagliitinasyon yontemini kullanarak 23’inii serotip Al, 7’sini serotip A2, 1’ini
serotip T4, 1’ini serotip T10 olmak ftizere toplam 30’unu M. haemolytica, 2’sini
Bibersitenia trehalosi ve 8’inin indirekt hemagliitinasyon negatif oldugu, toplam 40
izolatin lipopolisakkarit profillerini de sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) ve western blotting yontemiyle incelediklerinde 10 farkli
lipopolisakkarit tipi tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

M. haemolytica lipopolisakkariti, direk hiicre lizisine, koagulasyon artigina,
komplement aktivasyonuna, sitokin sentezini arttirarak I6kositlerin yangi bolgesine
gelmesine ve konakgida B2-integrin-lenfosit fonsiyonuyla iligkili antijen-1 (LFA-1)
l6kotoksin reseptdr ekspresyonuna sebep olarak bakteri tarafindan akcigerlerde
16kotoksin salmimina neden olan onemli viriilens faktorlerine sahip oldugu ortaya

konulmustur (Highlander, 2001; Singh ve ark., 2011).

11



2.3.3. Adhezinler

M. haemolytica adhezinleri, konak¢inin nazofarinks ve tosillerinde bulunan
epitel hiicre ylizeyindeki reseptdor molekiillerine baglanarak kolonizasyona sebep
Olurlar. Bakterinin konak¢i hiicreye kolonizasyonunun biiyiilk kismi fimbrialar
tarafindan olur (Adamu, 2007). M. haemolytica da bulunan fimbria, tip 1V pili,
bakterinin genomunda lokus pilABCD tarafindan kodlanan gen bdolgelerini igeren ve
bazi bakteri tiirlerinde (Haeomophilus influenzae, Pseudomonas aeroginosa, Neisseria
spp.) de benzer sekilde adhezyonu saglayan fimbrialarin sentezinden sorumlu oldugu
bildirilmistir. pilC sigirlarda serotip A1 ve A2 genomunda bulunurken, koyunlarda
serotip A2’de tespit edilmistir. Koyunlarda bulunan pilC’nin epitel hiicrelere
baglanirken, konakg¢i tiirline gore modifiye olabilecegi ve baska konakgilara da
baglanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica tip IV pili’nin adhezyon disinda bakterilerde
DNA alimi1 ve harekette de gorev aldigi bildirilmistir (Hounsome, 2012).

Fimbria disinda De la Mora ve ark. (2006), tarafindan M. haemolytica’nin
kiiltiire edilmis trahea hiicrelerine baglanmay1 saglayan 68 kDa’luk adhezyon
molekiiliine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica bu adhezyon molekiilii nétrofiller
tizerindeki 165 kDa’luk glikoprotein molekiiliine baglanir ve oksidatif patlamaya neden
olur. Bunlar disinda fimbria iizerinde bulunan putative adhezyon molekiiliiniin, epitel
hiicrelerde sialoglycoprotein reseptoriine baglandigi belirtilmistir (Lo ve ark., 2001a;
Singh ve ark., 2011).

M. haemolytica, salgiladigi noéraminidaz enzimi ile mukus igerisindeki
karbonhidrat ve proteini indirgedigi, boylece epitel hiicrelere adhezyonunu arttirip
patojenik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ahmed, 2018). Retzer ve ark. (1998)
tarafindan yapilan bir c¢alismada M. haemolytica dis membran proteinlerinden
transferrin baglayan protein A ve B (tbpA ve tbpB)’nin adhezyon molekiilii olarak gérev
yapabilecegini bildirmiglerdir. M. haemolytica’nin yiiksek molekiiler agirlikli (304 kDa)
bir adhezyon molekiiliine sahip oldugu, bunun yanisira serotip spesifik antijen olarak
isimlendirilen ve bakteri tarafindan sentezlenen bir proteinin de kolonizasyonda gorev

aldig1 belirtilmistir (Highlander, 2001).
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2.3.4. D1s membran proteinleri (OMP) ve lipoproteinler

D1s membran proteinleri (OMP) ve lipoproteinlerin konakg¢ida, yiiksek oranda
antikor sentezine neden olarak 6nemli koruyucu antijenik 6zellige sahip olduguna
inanilmaktadir. Bu antijenlere karsi gelisen antikorlarin fagositozu arttirdigi ve
komplement sistemini aktive ettigi igin asi ¢aligmalarinda 6nemli oldugu bildirilmistir
(Adamu, 2007). Pandher ve ark. (1998) proteaz muamelesi ve Western blotting teknigi
ile 21 farkli immunojenik dis membran proteinini identifiye etmislerdir. OMP’ler,
serotipler arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. M. haemolytica’nin major dis
membran proteini ompA olarak bildirilmistir. OmpA gen profili, sigir ve koyunlarda
konakg tiirline gore ¢ok fazla farkliliklar igerebilmektedir. 31 M. haemolytica izolati ile
karsilastirmali niikleotid sekans analizinin yapildig1 bir ¢alismada (Highlander, 2001),
birbirinden farkli dort gen bolgesinin tespit edildigi bildirilmistir. OmpA’nin roli tam
olarak bilinmemesine ragmen, konak¢1 adhezyonunda, besin maddesin transportunda ve
membran biitiinligiiniin korunmasinda aktivite gosterdigi disiiniilmektedir (Highlander,
2001; Hounsome, 2012).

M. haemolytica, dis membran proteinleri ile iliskili 19-45 kDa arasinda degisen
biiyiikliikte en az bes lipoprotein iiretmektedir (Highlander, 2001). Bu lipoproteinlerden
ti¢ tanesi pPIpPABC olmak iizere bir operon modelinde bakteri kromozomunda
tanimlanmistir. Bu operon modeli 28 ile 30 kDa agirliklar1 arasinda ii¢ adet dis
membran lipoproteinin olusumunda gorev almaktadir. plpA’nin in vitro olarak sigirlarin
epitelyal hiicrelere baglanma yeteneginde oldugu ve bakteri yiizeyinde bulundugu
belirtilmistir (Kisiela ve Czuprynski, 2009). plpD geni bakteri kromozomunda plpABC
operonunun disinda baska bir bolgede bulunan ve 31 kDa’luk lipoproteinin sentezinde
gorevli olan gendir (Hounsome, 2012). Bu proteinin fonksiyonu tam olarak
belirlenememesine ragmen kiiltiir siipernatant as1 ile yapilan asilama sonucunda
buzagilarda serumda tespit edilmistir. pIpE geni ise plpABC operonu ve plpD disinda
bakteri kromozomunun farkli bir pargasinda lokalize olmus ve 45 kDa’luk bir dis
membran lipoproteini {iretilmesinden sorumludur. Bu lipoprotein, M. haemolytica’nin
biitiin serotiplerinde bulunmaktadir (Hounsome, 2012). M. haemolytica’nin dis
membran lipoproteini plpE ile ilgili yapilan as1 g¢alismalarinda, immun sistemin

uyarilarak antikor yanitim1 ve komplement sisteminin aktivasyonunu arttirdigi
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bildirilmesine ragmen, pIpE’nin fonksiyonu tam olarak bilinememektedir (Nardini ve
ark. 1998; Confer ve ark. 2003). Bunlar disinda M. haemolytica kaynakli pnémoni
vakalarinda yiiksek antikor titresi meydana getiren ve hastalik sirasinda in vivo olarak
sentezlenen gs60 dis membran lipoproteinine sahip oldugu bildirilmistir. Bu
lipoproteinin fonksiyonu hakkinda literatiirlerde ¢ok az bilgi olmakla birlikte biitiin
serotiplerde bulunabilecegi ve yiiksek antikor sentezine neden oldugu ifade edilmistir
(Lee, 2008; Hounsome, 2012; EI Dokmak, 2015).

M. haemolytica dis membran proteinlerinden bir digeri de ilk olarak sigir serotip
Al’de identifiye edilen serotip spesifik antijen 1 olarak da isimlendirilen dig membran
proteinidir (Lo ve ark., 1991). Yapilan bir ¢alismada serotip spesifik antijen geninin
serotip A8 disinda M. haemolytica’nin biitiin serotiplerinde bulunabilecegi ortaya
konmustur (Gonzalez ve ark., 1991). Serotip spesifik antijen proteininin M. haemolytica
kaynakli pndmoni vakalarinda hasta sigirlarin akcigerlerinde serotip Al’in spesifik bir

adhezyon molekiilii olarak gorev alabilecegi de belirtilmektedir (Hounsome, 2012).

M. haemolytica ¢ok sayida demir diizenleme dis membran proteinleri
tiretmektedir (Adamu, 2007). Bunlardan tbpA ve tbpB en 6nemli proteinler olarak
bilinmesinin yaninda fonksiyonlar1 tam olarak anlasilamamis 77 kDa’luk proteinlerin de
bulundugu bildirilmistir (Highlander, 2001). M. haemolytica tiremesi igin gerekli olan
demiri iiretemedigi ve transport edemedigi i¢in bakteride demir metabolizmasinin
diizenlenmesi demir diizenleme dis membran proteinleri tarafindan gergeklesmektedir
(Singh ve ark., 2011). Demir baglayict proteinlerin nétrofillerin ve makrofajlarin

fagositozunu inhibe edebildigi bildirilmistir (Jeyaseelan ve ark., 2002).
2.3.5. Hiicre dis1 enzimler ve toksinler
Norominidaz

M. haemolytica’nin biitiin serotiplerinde 150 ile 200 kD agirliginda nérominidaz
enzimi tespit edilmistir (Highlander, 2001). Bakterinin sabit biiylime doneminde
maksimum olarak sentezlenen bu enzim, 1siin etkisiyle degisiklige ugrayabilmektedir
(Straus ve ark., 1998). Bu enzimin konak¢inin mukozal yilizeyine kolonizasyonda ve

sialik asidin modifikasyonunda gorev aldig bildirilmistir (Adamu, 2007; Hounsome,
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2012). Norominidaz enzimi Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae,
Vibrio cholerae gibi bakterilerin patogenezinde viriilens faktorii olarak da dnemli rol
aldig1 belirtilmektedir (Yavrucu, 2008).

Glikoproteaz

M. haemolytica’nin biitiin serotipleri glikoproteaz genine ve aktivitesine sahiptir.
Glikoprotez konakg: tarafindan iiretilen mukozal sialoglikoproteinlerini pargalamasinin
yanisira selektif olarak IgG1’i hidrolize eder ve bdylece opsonizasyonu azaltarak
bakteri 6liimiinii azaltir (Mohamed ve Abdelsalam, 2008; Singh ve ark., 2011). Bu
enzim M. haemolytica’nin konakg¢1 hiicresinde adhezyonu arttirmasina ek olarak
trombositlerin  aktive olmasma ve alveollerde birikimine neden olabildigi

bildirilmektedir (Hounsome, 2012).
Immunglobulin proteaz

Solunum sistemi patojenlerinin  bazilari (Haemophilus influenzae ve
Actinobacillus pleuropneumonia) salgilanan antikorlar1 pargalayacak proteazlar
salgilamaktadir. Bu proteazlar monomomerik IgA’nin Fab ve Fc bolgelerini pargalayan
serin endopeptidazlardir (Highlander, 2001). Etkenin lokalize oldugu bolgede IgA’larin
eliminasyonu sonucu bakteriyel kolonizasyon artmaktadir. M. haemolytica izolatlarinda
IgA proteaz aktivitesi tam olarak tanimlanmamisken yapilan bir calismada (Lee ve ark.,
1996), kismen IgG spesifik proteaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. M.
haemolytica’nin draft genome sekans analizi sonucunda IgA proteaz gibi proteinleri

kodlayabilen 1503 ve 1398 kodonun oldugu da rapor edilmistir (Highlander, 2001).
Lokotoksin

M. haemolytica’nin ruminant pnémonilerinde meydana gelen lezyonlara sebep
olan en Onemli viriilens faktori, 1siya duyarli, oksijen, pH degisimlerine dayanikli ve
suda ¢oziinebilen 16kotoksindir (Chang ve ark., 1986; Shewen ve Wilkie, 1988; Giirbiiz,
2003; Rice ve ark., 2008; Singh ve ark., 2011). Lokotoksin biitiin serotipler tarafindan
salgilanmasina ragmen, miktari ve biyolojik aktivitesi yoniinden serotipler arasinda
farkliliklar vardir (Rice ve Ark., 2008). Bu toksin, “Repeats in toxin” ailesinin bir tiyesi

olan ve Gram negatif bakterilerde por olusumuna neden olan ekzotoksinlerin bulundugu
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toksinler arasinda yer almaktadir. <’Repeats in toxin ailes:’’, M. haemolytica, hemolitik
Escherichia coli suslari, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis,
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Bordotella bronchiseptica, Bordotella
pertussis, Erwinia chrysanthemi, Neisseria meningitidis ve Serratia marcescens
bakterileri tarafindan sentezlenen gen bolgeleri tanimlanmis 16 protein yapida toksin
icermektedir. Bu toksinler, hastaliklarin patogenezisinde doku harabiyetine neden olan
sitokinlerin salinimina neden olmasmin yanisira, kKalsiyum bagimli por olusumu ile
alveolar makrofajlari, 16kositleri ve monositlerin lize olmasina sebep olurlar (Yavrucu,
2008). Lokotoksin aktivitesi sonucu lize olan hiicreler, akcigerlerde siddetli yangisal
reaksiyon sonucu alveollerde belirgin nekrozlar meydana getirir. M. haemolytica
tarafindan sentezlenen lokotoksini trombasitleri lize ederek fibrin eksudasyonu ve
trombus olusumuna neden oldugu igin lezyonlara katkida bulundugu tespit edilmistir
(Mohamed ve Abdelsalam, 2008; Yavrucu, 2008).

M. haemolytica I6kotoksin aktivasyonu, sentezi ve salgilanmasi igin
kromozomda tanimli IktC, IktA, IktB, IktD olmak {izere dort geni igeren operon bolgesi
tanimlanmistir. Bu operon genler tarafindan kodlanan polipeptidler sirasiyla 165, 953,
708, 478 aminoasit uzunlugunda ve 20, 102, 80, 55 kDa molekiiler agirliga sahiptirler
(Rice ve ark.,, 2008). IktA geni yapisal toksini kodlarken, IktC geni toksin
aktivasyonunda, IktB ve IktD genleri ise toksin salgilanmasinda gorevli polipepditlerin
olusumunda gorev almaktadirlar. Bakteriyel iireme ve lokotoksin operonunun
ekspresyonu birlikte diizenlenir. Bu diizenlemede g¢evresel faktorler (demir eksikligi,
sicaklik gibi) lokotoksin promoterlerinin aktivitesi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir

(Jeyaseelan ve ark., 2002; Zecchinon ve ark., 2005; Rice ve ark., 2008)

M. haemolytica 16kotoksininin, lipopolisakkarit ile birlikte kompleks bir yapida
oldugu durumlarda 16kolitik aktivitesi artmaktadir (L1, 1999). Lipopolisakkarit,
lokotoksinden uzaklastirildiginda 16kolitik  aktivite goriilmemekteyken, tekrar
birlestirildiginde sifirin altinda saklama kosullarindan 37 °C’ye kadar yaklasik 10 saat
icinde yeniden 16kolitik aktivite kazandig: belirtilmistir (L1, 1999).

M. haemolytica’nin sigir epitel hiicrelerinde 16kotoksin aktivitesinin apoptotik
etkisinin arastirildig1 bir tez ¢alismasinda, canli M. haemolytica kiiltiirii ve purifiye

edilmis 16kotoksinin alveolar makrofajlar lizerinde ciddi oranda apoptotik etki meydana
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getirdigini fakat bu etkinin olusumunun zaman ve doza bagimli oldugunu bildirmistir.
Ayrica ¢alismada M. haemolytica kaynakli pnomoni patogenezisinde epitel hiicre

apoptozisinin rolii olmadig1 belirtilmistir (Yavrucu 2008).
2.4, Mannheimia haemolytica’nin identifikasyonu
2.4.1. Biyokimyasal ozellikleri

M.haemolytica suslarinin konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle yapilan 6n
identifikasyonunda kanli agarda koloni morfolojisi ve hemoliz olusturma, Gram
boyama, MacConkey agarda iireme, katalaz, oksidaz reaksiyonlar1 incelenerek standart
metodlara gore yapilmaktadir (Quinn ve ark., 2011). Fakat farkli konakge tiirlerinde ve
saha izolatlarinda biyokimyasal 6zellikler degiskenlik gosterebilmektedir. Biyokimyasal
ozelliklerin degiskenlik gostermesi nedeniyle biyokimyasal identifikasyonun PCR ile
dogrulanmasi1 gerekmektedir (Jaworski ve ark., 1998, Miller ve ark., 2013;
Shanthalingam ve ark., 2014). M. haemolytica suslarinin konvansiyonel bakteriyolojik
teshisinde APl 20E, Minitek gibi manuel Kitler kullanilmasi bazi arastirmacilar
tarafindan giivenilir bulunmasa da, API 20E kitinin konvansiyonel karbonhidrat

fermentasyon yontemleriyle uyumlu oldugu bildirilmistir (Ahmed ve ark., 2017).

Tablo 1. M. haemolytica’nin bazi biyokimyasal 6zellikleri (Mutters ve ark., 2015).

Bivokimyasal Ozellik M. haemolytica
Gram Boyama -
Katalaz

Oksidaz

Hareket

Indol

MacConkey

Ureaz

Nitrat Rediiksiyon
Siikroz

Arginin Dehidrolaz
D(+) Ksiloz

L (+) Arabinoz
Glukoz

D (-) Sorbitol

D (=) Mannitol

D (-) Fruktoz
ONPG

Trehaloz

| + +

Il +++++ 1 + 1 ++ | |
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M. haemolytica suslar1 arasinda ksiloz, indol, arabinose, ornithine, cellobiose,
beta-glucosidase aktiviteleri yoniinden farkhiliklar goriilebilmektedir (Jaworski ve ark.,
1998, Angen, 2002). Ahmet ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada kegilerden izole
edilen M. haemolytica suslarmin tamamini indol pozitif olarak bulduklarin
bildirilmiglerdir. Giiler ve ark. (1996)’nin M. haemolytica’nin biotiplendirmesi {izerine
yapmis olduklar1 ¢calismada, izolatlar arasinda arabinoz ve ksiloz fermentasyonlarinda
farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir. Arabinoz ve ksiloz fermentasyonunun tespiti
icin kullanilan indikatoriin, reaksiyonda biiyiik roli oldugu ve igerisinde indikator
olarak bromcreosol purple, bromthymol blue ve phenol red olan ii¢ farkli test ortamu ile
yapilan bir calismada, phenol red brothda salisilin, bromthymol blue bulunan
besiyerinde ise arabinozun daha iyi fermente edildigi bildirilmistir (Giirbliz, 2003).
Ayrica bazi M. haemolytica suslarimin kanli agarda hemoliz yapmadigi da rapor
edilmistir (Onderka ve Wishart, 1988).

Saglikli/hasta koyun ve sigirlardan alinan nazal sivap ve akciger orneklerinin
bakteriyolojik olarak incelendigi bir caligmada (Barbour ve ark., 1997), hasta
koyunlarin iist solunum yolunda en sik izole edilen bakterilerin Moraxella spp.,
Pseudomonas pseudomallei, Erysipelothrix spp. ve P. multocida oldugu, hasta sigirlarin
ist solunum yolundan en sik izole edilen bakterilerin ise M. haemolytica, Actinomyces
spp. ve Pseudomonas aeroginosa oldugu, akciger Orneklerinden ise daha ¢ok M.
haemolytica, Trueperella pyogenes, P. ureae, Erysipelothrix spp., Staphylococcus
epidermidis ve Staphylococcus aureus izole edildigi bildirilmistir. Aragtirmada hasta ve
saglikli hayvanlardan elde edilen M. haemolytica izolatlarinin trehaloz negatiflik
oraninin ise sirasiyla %47.1 ve %0 bulundugu bildirilmistir. Ahmet ve ark. (2017)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, kegilerden izole edilen M. haemolytica suslarinin indol

pozitif oldugu rapor edilmistir.

Bisgaard (1977) tarafindan yapilan calismada traheadan izole edilen M.
haemolytica suslarinin hepsinin hemoliz meydana getirdigi, oksidaz ve katalaz
testlerinin pozitif oldugu, TSI agarda gaz olusturmadan asit olusturmasina ragmen
Macconkey agarda tiremedikleri, indol, metil red (MR), voges proskauer (VP), arabinoz
ve eskiilin reaksiyonlarinin negatif oldugu ve laktoz fermentasyonunun degisken oldugu

bildirilmistir.
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Umar ve ark. (2018)’nin belirttigine gore, M. haemolytica izolatlarinin kanl
agarda hemolizinin degisken oldugu, biitiin izolatlarin oksidaz ve katalaz pozitif oldugu,
MacConkey agarda tiremedigi, TSI agarda H»S olusturmadigi, MR, VP, indol, {ire ve

trehaloz reaksiyonlarinin negatif oldugu rapor edilmistir.

Taunde ve ark., (2019), tarafindan pnomonili kegilerde yapilan bir ¢alismada,
izolatlarin %85’inin kanli agarda hemoliz olusturmadigi, biitiin izolatlarin eskiilin
hidrolize ettigi, O-nitrophenyl-beta-D-galactoside (ONPG) reaksiyonunun negatif

oldugu ve MacConkey agarda tiremediklerini tespit etmislerdir.

Tomassini ve ark. (2009)’nin Kaliforniya’da yabani ve evcil koyunlar iizerine
yaptiklart bir aragtirmada kanli agarda hemoliz meydana getirmeyen M. haemolytica ve
Biberstenia trehalosi izolatlarinin oldugunu bildirmis ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore 43 biovariant ve 11 biogrup tespit ettiklerini rapor etmislerdir. M. haemolytica
izolatlarinin genel olarak indol reaksiyonlari negatif oldugu bildirilmistir (Quinn ve
ark., 2002; Hawari ve ark., 2008). M. haemolytica’nin biyotiplendirilmesi iizerine
yapilan baska bir ¢alismada (Giiler ve ark., 1996), suslar arasinda arabinoz ve ksiloz
fermentasyonlar1 yoniinden farkliliklar oldugu bildirilmistir. Ilhan ve Keles (2007)
koyunlardan izole ve identifiye edilen 66 M. haemolytica susunun arabinoz, ksiloz ve
trehaloz fermentasyon oOzelliklerine gore 57’sinin biyotip A, 9’unun ise biyotip T

oldugunu bildirmislerdir.
2.4.2. Molekiiler identifikasyon

M. haemolytica izolatlarinin identifikasyonu i¢in konvansiyonel bakteriyolojik
yontemlerin disinda bakterinin viriilensi ile iliskili farkli genlere yonelik spesifik

primerlerin kullanildigi PCR yontemleri gelistirilmistir.

Pasteurellaceae ailesi icerisinde bulunan tiirleri biyokimyasal 6zelliklerine gore
identifiye etmek zor oldugu i¢gin identifikasyonun molekiiler yontemlerle dogrulanmasi
gerekliligi birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Mutters ve ark., 1989; Angen ve
ark., 1999; Hassan ve ark., 2016; Rawat ve ark., 2019).

Kirkan (2003) M. haemolytica nin patojenitesinde dnemli olan 16kotoksin genine

yonelik hazirlanan primerlerin  kullanildigi c¢alismada PCR yontemi ile M.
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haemolytica’y1 teshis etmislerdir. Alexander ve ark. (2008) M. haemolytica disinda
diger Mannheimia tiirlerinin de 16kotoksin sentezleyebildigi ve lokotoksin genine
yonelik olarak hazirlanan primerlerin diger Mannheimia tiirleri ile kros reaksiyon
verebilecegi bildirilmistir. M. haemolytica, M. glucosida ve M. ruminalis tiirlerinin
teshisi i¢in yapilan multiplex PCR c¢alismalarinda l6kotoksin 1, hypothetical protein,
16kotoksin 2, 16S rRNA bolgelerin ¢alismasinda baslangigta Histophilus somni, P.
multocida referans suslari ile zayif da olsa non-spesifik bantlar olusturdugu tespit
edilmistir (Alexander ve ark., 2008).

Ahmet ve ark. (2017) Bagdat ve civarinda fenotipik testler ile M. haemolytica
olarak izole ettikleri 5 saha izolatinin 16S rRNA ve 12S rRNA gen bdlgerine yonelik
yapmis olduklari multiplex PCR ile dogrulanmistir.

Ozbey ve ark. (2004) Elazig’da konvansiyonel bakteriyolojik ydntemlerle
identifiye ettikleri 8 adet M. haemolytica izolatini, M. haemolytica tip spesifik primer ile

yapilan PCR ile dogrulamislardir.

Kumar ve ark. (2015) pnomonili akcigerlerden alinan 12 doku orneginden
konvansiyonel bakteriyel yontemlerle M. haemolytica izole ve identifiye etmisler, direk
lezyonlu dokudan M. haemolytica tip spesifik primer ve Rpt2 genlerine yonelik primer
kullanilarak yapilan PCR yonteminde de, orneklerin hepsini M. haemolytica olarak

tanimlamiglardir.

Singh ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir arastirmada M. haemolytica
izolatlarmin  biitin  serotiplerinde bulunan M. haemolytica tip spesifik ve
methyltransferase enzimini kodlayan Rpt2 genine yonelik yapilan konvansiyonel PCR
isleminde konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle M. haemolytica olarak izole
ettikleri 52 izolatin hepsinin Rpt2 ve M. haemolytica tip spesifik primerler ile pozitif
bulundugunu belirlemislerdir. M. haemolytica tip spesifik primer ile yapilan PCR
yontemlerinin  diger bazi arastirmacilar tarafindan da M. haemolytica’nin
identifikasyonu i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Hawari ve ark., 2008; Legesse ve ark.,
2018).
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2.5. Antimikrobiyal Duyarhhk

Mannheimia ve Pasteurella cinsine karsi asilama uygun goriilse de, asilamaya
bagli kesin bir koruma saglanamamaktadir. Bu ylizden, antibiyotikler bu cinsler
igerisinde bulunan bakterilerden kaynakli infeksiyonlarin kontrolii ve tedavisi igin

vazgecilmez araglardir (Kehrenberg ve ark., 2001; Katsuda ve ark., 2009).

M. haemolytica izolatlarinda antimikrobiyal maddelere karsi gegmis yillarda
diren¢ yaygin olarak gorilmistir (Katsuda ve ark., 2009). Bu diren¢ olusumunun
nedenleri arasinda ge¢mis yillarda hayvan yemlerine profilaktik veya gelisimi arttirmasi
amaciyla antibiyotiklerin kontrolsiiz olarak katilmasi sayilabilir (Highlander 2001;
Schwarz ve ark., 2004; Esaki ve ark. 2005; Shin ve ark., 2005; Katsuda ve ark., 2009).

M. haemolytica’ya karsi antimikrobiyal direng, yapilan ¢alismalarda gesitlilik
gostermektedir. Diker ve ark. (1994) M. hemolytica’nin penisiline diregli oldugunu
tespit ederken, Rossmanith ve ark. (1991), saha ¢alismalarindan izole ettikleri 4 M.
haemolytica izolatinin penisiline duyarli olduklarini bildirmiglerdir. Chang ve ark.
(1986) yapmis olduklar1 bir ¢caligmada, serotip A1’in tetrasiklin ve streptomisine karsi
direngli oldugunu tespit etmislerdir. Allan ve ark. (1985) tarafindan sigir
akcigerlerinden izole edilen M. haemolytica suslarinin linkomisin ve streptomisine karsi
direngli olduklarini belirlemislerdir. Diker ve ark. (2000) pnomonili koyun
akcigerlerinden izole ettikleri izolatlarin tamaminin kloramfenikol ve linkomisine kars1
direngli, ampisilin, penisilin ve oksitetrasikline karsi duyarli oldugunu ortaya
koymuslardir. Erdag ve ark. (1993) tarafindan pnomonili sigir akcigerlerinden elde
edilen izolatlarin ampisiline direngli oldugunu saptamiglardir. Baysal ve ark. (1994),
pnomonili kuzu akcigerlerinden izole etikleri M. haemolytica suslarinin penisilin

disinda diger antibiyotiklere direncli oldugunu ortaya koymuslardir.

Kaya ve Kirkan (1999) pnémonili ve saglikli koyunlarin nazal akintilarindan
izole ettikleri toplam 50 M. haemolytica izolatinin ampisilin, penisilin, oksitetrasiklin ve
eritromisine duyarli, streptomisin, gentamisin ve kanamisine direngli oldugunu
bildirmislerdir. Onat ve ark. (2010) hasta ve saglikli sigirlarin nazal bosluklarindan izole
etikleri M. haemolytica izolatlarin tamaminin florfenikole duyarli, enrofloksasin,

stilfamethaksazol+trimetoprim ve ampisiline %80, eritromisine %60 oraninda duyarli
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olduklarin1 rapor etmislerdir. Solmaz ve Ilhan (2011) tarafindan Van’da koyun
akcigerlerinden izole edilen 21 M. haemolytica izolatinin, %90.5’inin
stilfamethaksazol+trimetoprim ve enrofloksasine, %76.1’inin eritromisin, kloramfenikol
ve oksitetrasikline, %71.4’iniin gentamisine, %47.6’smin ampisilin/sulbaktama,
linkomisin ve penisilin-G’ye duyarli bulundugunu ve c¢alismada izole edilen M.
haemolytica suslarinin tamaminin kullanilan antibiyotiklerin higbirine timiiyle duyarli
bulunmadigint bildirmislerdir. Tel ve Keskin (2010) tarafindan pnomonili koyun
akcigerlerinden izole edilen 30 M. haemolytica izolatinda yapilan antimikrobiyal
duyarlilik testinde, tiimiiniin siilfamethaksazol+trimetoprim ve norfloksasine, %30 unun
amoksisiline, %97’sinin gentamisine, %90’inin eritromisine, %97’sinin streptomisine,
%87’sinin tetrasikline, %60’ min ampisiline duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Berge
ve ark. (2006) koyun ve Kkegilerin akciger orneklerinden izole ettikleri 39 M.
haemolytica izolatinin tamamini1 ceftiofur, amoksasilin-klavulanik asit, florfenikol ve

siprofloksasine duyarli olarak tespit etmislerdir.
2.6. Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

M. haemolytica’da tanimlanan antimikrobiyal direng genlerinin ¢ogu kiigiik
plazmid ve transpozonlar gibi mobil genetik elementler ile iligskilendirilmektedir
(Kehrenberg ve Schwarz, 2001; Zecchinon ve ark., 2005; Klima ve ark., 2010).
Mannheimia ve Pasteurella cinsi igerisinde karakterize edilen direng determinantlarinin
cok azi kendine 6zgili olmasina ragmen ¢ogunun bagka bakteriler tarafindan horizontal
yolla transfer edilen genler oldugu bildirilmistir (Klima, 2010). M. haemolytica
izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik ve direng genlerinin tespitine yonelik yapilan bir
calismada oksitetrasikline direngli olan suslarin ¢ogunda tetH geninin oldugu fakat
diger tetrasiklin genlerinin (tetB, tetG, tetK, tetL, tetM) tespit edilmedigi, tilmikosin ve
tulatromisine orta direngli olarak tespit edilen 4 izolatin sadece bir tanesinde ermX
makrolid diren¢ geninin tespit edildigi, amoksisilin+klavulanik asite direngli izolatlarin
hi¢birinde beta-laktam direng geni blagog.; tespit edilmedigi, ampisiline direngli
suglardan sadece 2 tanesinin blarog-1 genine sahip oldugu rapor edilmistir (Klima ve
ark., 2010).

Michael ve ark., (2012) tarafindan M. haemolytica ve P. multocida izolatlarinin

gamitromisin ve tildipirosine antimikrobiyal duyarliligi ve makrolid direng genlerinin
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varlig1 lizerine yapmis olduklar1 ¢alismada, tildipirosine direngli olan suslarin hepsinde
erm42, msrE-mphE makrolid direng genleri tespit ettiklerini, gamitromisine direngli
olan izolatlarda ise msrE-mphE makrolid direng genlerini tespit ettiklerini

bildirmislerdir.

Rose ve ark., (2012) M. haemolytica ve P. multocida’nin multiplex PCR ile
makrolid direng genlerinin tespitine yonelik yapmig olduklar1 calismada, suslari
fenotipik olarak 3 gruba ayirmiglardir. Birinci grupta tilmikosin, tildipirosin,
tulatromisin ve gamithromisinden yalmzca tek bir makrolide direngli olan 5 P.
multocida ve 6 M. haemolytica izolatinda erm42 makrolid geninin bulundugunu, ikinci
grupta tildipirosin, gamitromisin ve tulatromisine duyarli olan 5 P. multocida ve 5 M.
haemolytica izolatinda msrE ve mphE genlerinin bulundugunu fakat erm42 makrolid
diren¢ geninin bulunmadigini, {i¢lincii grupta ise tilmikosin, tildipirosin, tulatromisin ve
gamithromisinin hepsine birden yiiksek diren¢ bulunan 3 P. multocida ve 4 M.
haemolytica izolatinda erm42, mphE ve msrE genlerinin {igiiniin de bulundugunu ortaya
koymuslardir. Arastirmada msrE ve mphE genlerini, tulatromisin, gamitromisin ve

tilmikosin direncinin MiK degerlerindeki artis ile iliskilendirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Sivap ornekleri

Bu arastirmada materyal olarak Aralik/2017-Ocak/2019 tarihleri arasinda Van il
merkez mezbahasinda kesimi yapilan 138 sigir ve 173 koyunun nazo-farengiyal (NF) ve
trake-brongiyal (TB) bolgelerinden alinan toplam 622 sivap 6rnegi ile Van ilinde 6zel
veteriner polikliniklerinde veteriner hekimler tarafindan pnémoni teshisi konulan 19

sigir ve 9 koyundan alinan NF sivap 6rnegi olmak iizere toplamda 650 adet sivap 6rnegi

kullanildi (Tablo 2).

Tablo 2. Calismada incelenen Orneklerin kaynagi, hayvan tiirii ve saglik/hastalik

durumlarina gére dagilima.

Ornek sayisi

Hayvan Tiiri Materyal Kaynagi Hayvan Sayisi e B
Sigir Mezbaha/Saglikli 133 133 133
Sigir Mezbaha/Hasta 5 5 5
Sigir Saha/Hasta 19 19 -
Koyun Mezbaha/Saglikli 133 133 133
Koyun Mezbaha/Hasta 40 40 40
Koyun Saha/Hasta 9 9 -
Toplam 339 339 311

—: Ornek alinmadi
3.1.2. Bakteri izolatlar:

(Calismada incelenen sivap orneklerinden izole ve identifiye edilen toplam 48

adet M. haemolytica izolat1 kullanildi.
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3.1.3. Referans sus

Arastirmada referans sus olarak Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Arzu FINDIK tarafindan (Dr.
Laszlo Fodor, Department of Epizootiology, University of Veterinary Science,

Budapest) saglanan M. haemolytica susu kullanildi.
3.1.4. Besiyerleri

Alnan sivap 6rneklerinden M. haemolytica izolasyonu ve 6n identifikasyonunda
Columbia blood agar base (Oxoid, CM 0331, Ingiltere), MacConkey agar (Merck,
1.05465, Almanya), Triple sugar iron (TSI) agar (Merck, 1.03915, Germany), Siilfiir-
indol-motility (SIM) medium (Merck, 5470, Almanya) besiyerleri; izolatlarin ve
bakteriyel genomic DNA izolasyonu i¢in yapilan kiiltiir islemlerinde saklanmasi brain
heart infusion (BHI) broth (Merck, 1.10493, Germany) besiyeri, antimikrobiyal
duyarlilik ve MIK degerlerinin tespitinde ise Miiller Hinton agar (HIMEDIA, M173,
Hindistan) besi yeri kullanildi.

Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda hazirlanan besiyerleri otoklavda
(121°C’de 15 dk) sterilize edildikten sonra kullanildi. Kanli agar ve kanli Muller-Hinton
agar hazirlamak i¢in, 45-50°C’ye kadar sogutulan steril Columbia blood agar base ve
Mueller-Hinton agar besiyerlerine %5-7 oraninda defibrine koyun kan1 eklendi.

3.1.5. Antibiyotik disk ve E-test stripleri

Aragtirmada  incelenen M. haemolytica izolatlariin  antimikrobiyal
duyarhiliklarinin tespitinde; eritromisin (15 pg Bioanalyse, 180324A, Tirkiye),
tilmikosin (15 pg Bioanalyse, 1712060, Tiirkiye), streptomisin (10 pg Bioanalyse,
180530G, Tiirkiye), gentamisin (10 pg Bioanalyse, 180618A, Tiirkiye), tetrasiklin (30
ug Bioanalyse, 180418C, Tiirkiye), penisilin-G (10 U Bioanalyse, 180103A, Tiirkiye),
ampisilin (10 pg Bioanalyse, 180228B, Tirkiye), ceftazidim (30 pg Bioanalyse,
180131C, Tirkiye), siilfamethaksazol+trimetoprim (23,75/1,25 g Bioanalyse,
181119A, Tiirkiye), enrofloksasin (5 pg Bioanalyse, 171212E, Tiirkiye) antimikrobiyal
diskleri; izolatlarin MIK degerlerinin belirlenmesinde de; eritromisin (0.016-256 pg/ml

Himedia, EM022, Hindistan), tilmikosin (0.002-32 mg/L Liofilchem, 92201, italya),
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streptomisin (0.016-256 pg/ml Himedia, EM48, Hindistan), gentamisin (0.016-256
pg/ml Himedia, EM025, Hindistan), tetrasiklin (0.016-256 pg/ml-Himedia, EMO056,
Hindistan), penisilin-G (0.016-256 pg/ml Himedia, EMO062, Hindistan), ampisilin
(0.016-256 pg/ml Himedia, EM068, Hindistan), ceftazidim (0.016-256 pg/ml Himedia,
EMO012, Hindistan), siilfamethaksazol+trimetoprim (0.002-32 mg/L Liofilchem, 92123,
Italya), enrofloksasin (0.002-32 ug /ml Himedia, EM115, Hindistan) e-test stripleri
kullanildi.

3.1.6. Calismada kullanilan ¢ozelti ve ayiraclar

Fizyolojik tuzlu su (FTS): 8.75 gr NaCl, distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve 1
I1t’ye tamamlandi (Lenette ve ark., 1985).

Kovaks aywraci: Bakteri izolatlarinin 6n identifikasyonunda indol reaksiyonunu
belirlemek amaciyla kullanildi. Test igin, 75 ml amil alkol igerisine 5 gr P-dimetil
amino benzaldehid katildi ve ¢ozeltiye yavasga 25 ml HCI (Merck 1.0317.2500 (%37),
Almanya) eklenerek karisim homojenize edildi (Lenette ve ark., 1985).

Oksidaz test seritleri: Stpheli bakteri izolatlarinin oksidaz aktivitesini
belirlemek amaciyla MicrobactTM Oxidase Strip (Oxoid, MB0266A, Kanada)’leri
kullanildi.

Katalaz test aywaci: Sipheli bakteri izolatlarmin katalaz aktivitesinin
belirlenmesinde %3’liikk hidrojenperoksit (H,O,, Merck, 1.08600.1000 (%35), Almanya)
kullanildi (Carter, 1984).

Tris-Acetat-EDTA (TAE) buffer: Real Time-PCR isleminden sonra
amplikonlarin tespiti amaciyla uygulanan agaroz jel elektroforezinde %1°lik TAE buffer

(Bioshop, TAE 222, Kanada) kullanildu.

3.2. Yontem

3.2.1. Sivap orneklerinin alinmasi

Calismada Van ili merkez mezbahasinda kesimi yapilan hayvanlarin NF
bolgelerinden alinan bilateral sivap ornekleri ile birlikte, ayn1 hayvana ait akcigerlerin
TB bolgesinden alinan sivap Ornekleri kullanildi. Ayrica 6zel veteriner klinik

hekimlerince klinik olarak solunum sistemi enfeksiyonu belirtileri tespit edilen canli
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hayvanlardan alinan bilateral NF sivap 6rnekleri, Stuart transport besiyerine konularak
soguk zincirde Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 laboratuvarina kisa siirede ulastirildi.

3.2.2. M. haemolytica izolatlarimn izolasyonu

Sigir ve koyunlardan alinan sivap ornekleri, iginde 3 ml steril FTS bulunan
tiiplere konuldu ve vortekste iyice karistirilarak bakterilerin sivi faza gecisi saglandi.
Santrifiij (Sigma, 111806, Almanya) islemiyle (3000g x 10 dk) elde edilen sediment 0.1
ml steril FTS ile tekrar siispanse edildi. Elde edilen bakteri siispansiyonundan 20 ul
aliip %5-7 koyun kanli agara inokule edildi. Besi yerleri aerobik ortamda 37°C’de 24-
72 saat siireyle inkiibe edildikten sonra olusan 1-2 mm ¢apinda grimsi, seffaf, diizgiin,
yuvarlak veya mukoid o6zellikteki hemolitik bakteri kolonileri siipheli olarak kabul
edildi ve identifikasyon islemlerinde kullanilmak iizere saf kiiltiirleri hazirland: (Carter,

1984; Onat ve ark., 2010; Quinn ve ark., 2011)

3.2.3. M. haemolytica izolatlarimin identifikasyonu

Biyokimyasal Testler
On Identifikasyon

Arastirmada incelenen izolatlarin 6n identifikasyonunda saf kiiltiirlerden
hazirlanan preparatlar Gram boyama yontemiyle boyandi. Gram negatif ve kokobasil-
kiiciik comaklar seklinde goériinen kolonilere oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Her iki
testle pozitif saptanan bakteriler standart biyokimyasal testler ile 6n identifikasyonu
yapildi. Bu kapsamda, MacConkey agarda iireyen ve/veya liremeyen, TSI agarda dipte
asit (sar1 renk) olusturan (fermentatif) ve SIM mediumda hareketsiz oldugu tespit edilen
bakteri izolatlar1 M. haemolytica siipheli olarak kabul edildi (Angen ve ark., 2002). M.
haemolytica siipheli bakteri izolatlar1 biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle identifiye
edilecegi zamana kadar %1 oraninda maya ekstrakti eklenmis %20 gliserinli BHI
besiyeri ve boncuklu bakteri saklama tiiplerinde (Or-Bak, 1210908, Tiirkiye) ayr1 ayri -
70C’de sakland1 (Bisgaard, 1977; Angen ve ark., 2002; Rensburg, 2004; Taunde ve
ark., 2019).
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Gram boyama ve hemoliz 6zelliginin belirlenmesi

Hemoliz 6zelliginin belirlenmesi amaciyla %5-7 koyun kani ilave edilmis kanl
agar besiyerine ekim yapilarak, 37 CT’de 24-72 saat inkiibasyon sonrasinda olusan
bakteri kolonilerinin etrafinda hemoliz olusumu incelendi. Gram boyama ile boyanan
preparatlarda pembe/kirmizi renkli goriinen bakteriler Gram negatif olarak

degerlendirildi (Lenette ve ark., 1985).
Oksidaz testi

Izolatlarda oksidaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla oksidaz test stripleri
[MicrobactTM Oxidase Strips (Oxoid, MB0266A)] kullanildi. Testte, iiretici firmanin
protokoliine gore, saf kiiltiirden 6ze ile alman tek bir bakteri kolonisi oksidaz stripe
stiriildii ve 15-30 sn sonra siiriintii yerinde mavi-mor rengin goriilmesi pozitif, renk

degisiminin goriilmemesi negatif olarak degerlendirildi (Quinn ve ark., 2011).

Katalaz testi

Test i¢in, lam tizerine bir damla %3’liikk H,O; soliisyonu damlatildi. Daha sonra
kanli agardaki taze ve saf bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu bakteri kolonisi alinip
%3’liik H,0; soliisyonuna degdirildiginde hava kabarciginin olusmasi pozitif, hava

kabarciginin olugsmamasi ise negatif olarak degerlendirildi (Lenette ve ark., 1985).
MacConkey agarda iireme

Testte, taze ve saf kiiltiirlerden 6ze ile aliman M. haemolytica siipheli tek bir
bakteri kolonisi MacConkey agara ekildi ve 37 °C’de 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda
besiyerinde bakteri kolonilerinin olusup olusmadig1 degerlendirildi (Carter, 1984).

TSI agarda iireme

M. haemolytica siipheli bakteri izolatlarinin taze kiiltiirlerinden igne uclu 6ze ile
TSI agar besiyerine ekimleri yapildi ve 37C’de 24-72 saatlik inkiibasyon sonunda
besiyerinin dip kisminda sari renk (glikoz fermentasyonu), gaz ve kararma (H,S

olusumu) olusup olusmadigi incelendi (Koneman ve ark., 1988).
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SIM medium reaksiyonu (Indol ve hareket testi)

SIM mediuma ekimi yapilan M. haemolytica siipheli bakteri izolatlar1 24-48 saat
siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sadece ekim hatt1 iizerinde
tiremenin goriilmesi hareket negatif, liremenin tiip ¢eperine dogru yayilmasi ise hareket
pozitif olarak degerlendirildi. indol olusturan izolatlarin belirlenmesi amacryla SIM
besiyeri iizerine birka¢ damla Kovaks ayiract damlatildi ve besi yeri ylizeyinde
kirmizi/pembe renkli bir halkanin olusumu indol pozitif, herhangi bir renk degisiminin

olmamasi ise indol negatif olarak degerlendirildi (Carter, 1984; Koneman ve ark.,

1988).
Real Time-PCR yontemiyle identifikasyon

DNA izolasyonu: M. haemolytica siipheli bakterilerin genomik DNA’sinin elde
edilmesinde ticari bakteri DNA izolasyon kiti (Cat# GF-BA-100, Vivantis, Malezya)
kullanildi. Bu amagla, siipheli bakteri kiiltiirlerinden steril 6ze ile alinan tek bir koloni 3
ml BHI broth igerisine inokule edildi ve aerobik ortamda 24 saat siireyle 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Sivi besiyerinde iireyen bakteri siispansiyonundan 1 ml
alindiktan sonra steril ependorflara aktarilarak 6000 x g’de 2 dk santrifiij (Sigma,
111826, Almanya) edildi. Siipernatant atildiktan sonra elde edilen bakteri peleti lizerine
100 pl resiispansiyon buffer 1 eklendi ve mikropipet ile karistirildi. Hazirlanan
siispansiyona 10 pl (50 mg/ml) lizozim eklendi ve mikropipet ile karistirilarak 37°C’de
20 dk inkiibasyona birakildi. Siispansiyon santrifiij edildi (10000 x g’de 3 dk) ve
slipernatant atildi. Protein denatlirasyonu amaciyla pelet iizerine 180 pl resiispansiyon
buffer 2 ve 20 pl proteinaz K eklenmesinden sonra mikropipet ile karistirildi ve 20 dk.
siireyle 65C’de ¢alkalamali kuru banyoda (Eurolone, EMS100, Cin) bekletildi. Elde
edilen siispansiyonda bulunan RNA’nin elimine edilmesi amaciyla 20 pl RNase A
eklendi ve karistirilarak 5 dk stireyle 37°C’de inkiibe edildi. Karigima 440 pl bakteriyel
genomik DNA binding buffer’den eklendi ve homojenizasyonu saglamak amaciyla
ependorflar birkag kez ters diiz yapildiktan sonra 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.
200 pl absolute etanol eklendikten sonra yiiksek etanol konsantrasyonu nedeniyle dipte
pelet olusumunu engellemek i¢in karisim hizli bir sekilde vortekslendi. Hazirlanan
stispansiyon kit i¢ersinde bulunan koleksiyon tiiplii spin kolona aktarildi ve 10000 x

g’de 1 dk santrifiij edilerek koleksiyon tiipiinde bulunan siv1 atildi. Spin kolon tizerine

29



650 pl wash buffer eklenerek 10000 x g’de 1 dk santrifiij sonrasi sivi kisim tekrar
atilarak spin kolonun yikama islemi tamamlandi. Spin kolonda kalan etanoliin de
uzaklastirilmas1 amaciyla 10000 x g’de 1 dk santrifiij tekrarlandi. Son asamada, DNA
igeren spin kolonun yerlestirildigi yeni bir ependorf tiipiine, 100 ul eliisyon buffer ilave
edildi. Iki dk oda sicakliginda bekletildikten sonra, santrifiij islemi (10000 x g’de 1 dk.)
ile ependorf tiipiine aktarilan genomik DNA Real Time-PCR islemlerinde kullanildi.

Real Time-PCR: M. haemolytica suslarinin tiir diizeyinde identifikasyonu,
Hawari ve ark. (2008) tarafindan bildirilen protokolde optimizasyon yapilarak
uygulandi. Real Time-PCR islemlerinde, ticari SYBR Green qPCR Master Mix
(Ampligon (2X), 5000830, Danimarka) firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi.
Buna gore; PCR karigimi hazirlanirken optimal kosullari saglamak amaciyla 12 pl
Master Mix igine 2 pl genomik DNA ve her bir primerden (Tablo 2) 1’er pl konuldu ve
karigim PCR grade su ile 25 pl’ye tamamlandi. Hazirlanan karisim 6n denatiirasyon igin
once Thermal cycler’da (Qiagen, Corbet Rotor Gene, 6000, ABD) 94°C’de 5 dk.
stireyle bekletildi. Daha sonra 35 siklusu iceren amplifikasyon isleminde; 94°C’de 1 dk.
denatiirasyon, 56°C’de 45 sn. baglanma, 72°C’de 1 dk. uzama ve ardindan 72°C’de 5
dk siireyle final uzama protokolii uygulandi ve Real Time-PCR cihazinin software
yaziliminda elde edilen dinamik sigmoidal egriler pozitif olarak degerlendirildi.
Amplifikasyon asamasinda elde edilen PCR fiiriinlerinin konfirmasyonu amaciyla gel-
red katilmis %1°lik agaroz jelde (1xTAE c¢ozeltisi igerisinde) bir saat siireyle uygulanan
elektroforez (Owl Easycast, B1-BP, ABD) isleminden (70V-60A) sonra goriintiileme
sisteminde (ImageSCI, GL 5000, ABD) incelendi. Tespit edilen amplikonlar 100 bp’lik
DNA ladder (VC 100 bp plus, Vivantis, Malezya) ile karsilastirildi ve 325 bp’lik bant
olusturan izolatlar M. haemolytica pozitif kabul edildi. Referans M. haemolytica bakteri
susu pozitif kontrol, i¢inde DNA bulunmayan PCR grade su ise negatif kontrol olarak
kullanildi.

Tablo 3. M. haemolytica spesifik oligoniikleotid dizisi (Hawari ve ark., 2008).

Gen Primer Oliniikleotid dizileri (5°-3’) Amplikon biiyiikliigii (bp)

F TTCACATCTTCATCCTC
PHSSA 325
R TTTTCATCCTCTTCGTC
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3.2.4. Biyokimyasal ozelliklerin belirlenmesi

M. haemolytica izolatlariin identifikasyonu ve biyokimyasal o6zelliklerinin
belirlenmesinde BD™ Pheonix otomatize bakteri identifikasyon sistemi (Becton
Dickinson, Amerika) kullanildi. Bu amagla bakteri kiiltiirlerinden alinan birkag bakteri
kolonisi, BD-Pheonix™ ID Broth iginde siispanse edilip yogunluklari spektrofotometrik
olarak (DEN-1B McFarland Densitometer, Grant-bio, Ingiltere) McFarland 0.5’e
ayarlandi. Hazirlanan ID Broth soliisyonu BD-Pheonix™ ID Panele ilave edilip cihaza
yerlestirildi ve 18-36 saatlik inkiibasyondan sonra incelenen izolatlarin sonuglari
degerlendirildi. ID Panelde bulunan 45 farkli biyokimyasal test (Tablo 4; Sekil 1)
sonucunda elde edilen veriler ile M. haemolytica izolatlarinin biyokimyasal
ozelliklerinde belirlenecek olas1 farkliliklara gore izolatlara yonelik degerlendirilmeler

yapild1 (Laishevtcev, 2016).

Tablo 4. Biyokimyasal profillerin belirlenmesi amaciyla kullanilan biyokimyasal
parametreler.

1. L-Fenilalanin-AMC 24. Ure

2. 4AMU-N-Acetyl-BD-Glucosaminide 25. PNP-BD-Glucoside
3. L-Glutamik Asit-AMC 26. Beta-Allose

4. L-Triptofan-AMC 27. Malonate

5. L-Pyroglutamic Acid-AMC 28. Alpha-Ketoglutaric Acid
6. L-Prolin-AMC 29. Tiglic Acid

7. L-Arginin-AMC 30. N-Acetyl-Galactosamine
8. Arginin-arginin AMC 31. N-Acetyl-Glucosamine
9. Glisin-AMC 32. Sorbitol

10. L-Lésin-AMC 33. Siikroz

11. Lizin-Alanin-AMC 34. Galacturonic Acid

12. Glutaril-Glisin-Arginin-AMC 35. Maltulose

13. Glisin-Prolin-AMC 36. L-Rhamnose

14. Kolistin 37. Beta-Gentiobiose

15. Polimiksin-B 38. Dekstroz

16. D-Mannitol 39. D-Galaktoz

17. Sitrat 40. D-Fruktoz

18. Asetat 41. D-Gluconic Acid

19. Adonitol 42. D-Melibioz

20. L-Prolin-NA 43. L-Arabinoz

21. Gamma-L-Glutamil-NA 44. Methyl-B-Gluoside
22. BIS(PNP)-Fosfat 45. Ornitin

23. Eskiilin
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Sekil 1. BD Pheonix"™ Gram negatif bakteri identifikasyon paneli.

3.2.5. M. hemolytica’nin viriilens ile iliskili genlerinin tespiti

Calismada, M. haemolytica izolatlarinda viriilens ile iliskili olan O-
sialoglikoproteaz (gcp), dis membran lipoproteini (gs60), transferrin baglayan protein
(tbpB), 16kotoksin (IktC), UDP-N-asetil-D-glikozamin-2-epimeraz (nmaA) ve adhezyon
(adh) genlerinin varligi Real Time-PCR yontemiyle tespit edildi. Her bir viriilens ile
iligkili gen i¢in kullanilan oligonukleotid dizileri ve baglanma sicakliklar1 Tablo 5’de
verildi (Klima ve ark., 2014).

Tablo 5. Viriilens ile iliskili genlerin oligoniikleotid dizileri ve baglanma sicakliklari
(Klima ve ark., 2014).

Genler  Primer Oliniikleotid dizileri (5°-3°) Baglanma Sicakhgi (°C)
F  CGCCCCTTTTGGTTTTCTAA "

9ep R  GTAAATGCCCTTCCATATGG
F  GCACATTATATTCTATTGAG -

9s60 R  AGGCATACTCTAACTTTTGC

- F  CTACTTGCTGCTTGTTCCTC -

tp R  AGAACCGCTTACTGTACGTC

. F  GGAAACATTACTTGGCTATGG £
R  TGTTGCCAGCTCTTCTTGATA

_— F  CTGTAGAAGCCGGAACAGTA -
R  CATCGCCATAAGGGTTGTGA

o F  CTGCAAGTAAGGCAACATTG £
R  GAATCCGCACCAATAGCAAT
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Real Time-PCR islemlerinde ticari SYBR Green qPCR Master Mix (Ampligon,
5000830, Danimarka) kullanildi. PCR karisimmin optimizasyonu sonrasinda, 10 pl
Master Mix i¢ine 2 pl genomik DNA ve her bir primerden (Tablo 4) 1’er ul ilave edildi
ve karisim PCR grade su ile 20 ul’ye tamamlandi. Karisim, Thermal cycler’da (Qiagen,
Corbet Rotor Gene, 6000, ABD) 6n denatiirasyon i¢in 95 °C’de 5 dk. bekletildikten
sonra, adh, gcp, nmaA ve tbpB genleri ig¢in 35 ve gs60 ve IktC genleri igin 40 siklusluk
amplifikasyon isleminde; 94 °C’de 30 sn. denatiirasyon, Tablo 4’de her bir gen igin
belirtilen sicakliklarda 60 sn. baglanma, 72 °C’de 60 sn. uzama ve ardindan 72 °C’de 8
dk. final uzama protokolii uygulandi ve Real Time-PCR cihazinin yaziliminda dinamik

olarak elde edilen sigmoidal egriler pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.6. Antimikrobiyal duyarhiligin belirlenmesi

Incelenen izolatlarim makrolid grubundan eritromisin  ve tilmikosine,
aminoglikozid grubundan streptomisin ve gentamisine, tetrasiklin grubundan
tetrasikline, B-laktam grubundan penisilin-G, ampisilin ve ceftazidime, siilfanamid
grubundan siilfamethaksazol+trimetoprime ve kinolon gruptan enrofloksasine
duyarliliklarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer disk diflizyon (Bauer ve ark 1966) ve E-
test yontemleri (Sader ve Pignatari, 1994) kullanildi. Antimikrobiyal maddeler
secilirken sahada 0©zel klinik veteriner hekimleri tarafindan solunum sistemi

enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan antimikrobiyal maddelerin seg¢ilmesine dikkat
edildi.

Her iki test icin Once kanli agarda iiretilen (37 C’de 24 saat) bakteri
kolonilerinden birkag tane alinarak 3 ml FTS iginde siispanse edildi ve hazirlanan
stispansiyonun  yogunlugu spektrofotometrik (DEN-1B, V-2GW, McFarland
Densitometer, Grant-Bio, ingiltere) olarak McFarland 0.5 standardina gére ayarlandi.
Daha sonra Klinik Labaratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI, 2018) ve Avrupa Birligi
Antimikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi (EUCAST, 2019)’te bildirilen standartlara
gore 100 pl bakteri siispansiyonu, %35 defibrine koyun kanli Mueller-Hinton agar
besiyerine aktarilarak dragalski gubugu ile besi yeri yiizeyine homojen ve ince bir film

tabakas1 olusturacak sekilde yayildi ve 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

Disk difiizyon testinde, yukarida belirtilen her bir antimikrobiyal madde igin

33



temin edilen diskler, steril bir pens yardimiyla esit araliklarla ekimi yapilan petrilere
yerlestirildi ve besi yerleri 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Testin sonunda her
diskin ¢evresinde olusan inhibisyon zon ¢aplar1 kumpas ile milimetrik olarak ol¢tildii ve
izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklart CLSI (2002), CLSI (2018), EUCAST (2019)

tarafindan belirlenen kriterlere gére degerlendirildi.

Incelenen izolatlarm her bir antimikrobiyal madde icin MIK degerlerinin tespiti
amaciyla CLSI (2018) ve EUCAST (2019) standartlarina gore uygulanan E-test
yonteminde ise, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 100 pl bakteri slispansiyonu, %5
defibrine koyun kanli Mueller-Hinton agar besiyerlerine aktarildi ve steril dragalski
cubugu ile besi yeri yiizeyine homojen ve ince bir film tabakasi olusturacak sekilde
yayildi ve 10 dk oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra her bir antimikrobiyal madde igin
temin edilen e-test stripleri, bir petriye 2 adet strip birbirine paralel olacak sekilde
yerlestirildi ve 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Testin sonunda her bir antibiyotik
stribin etrafinda olusan inhibisyon zonunun en ug¢ noktasinda belirlenen sayisal deger,
CLSI (2002), CLSI (2018), NARMS (National Antimicrobial Resistance Monitoring
System) (2009), EUCAST (2019) tarafindan belirlenen kriterlere gére MIK olarak
degerlendirildi.

3.2.7. Antimikrobiyal direng genlerinin tespiti

M. haemolytica izolatlarinda disk diffiizyon ve/veya e-test ile belirlenen MIK
degerlerinin analizleri sonucunda CLSI (2002), CLSI (2018), EUCAST (2019) ve
NARMS (2009) kriterlerine gore direngli olduklari belirlenen bakteri izolatlarinda
antimikrobiyal maddelere karsi direng genlerinin tespitinde Real Time-PCR yontemi
kullanildi. Bu kapsamda, antimikrobiyal direng ile iliskili makrolid (erm42, msrE,
mphE), tetrasiklin (tetH), beta-laktam (blagos-1), aminoglikozid (strA) ve siilfanamid
(sulll) grubu antimikrobiyal maddelere karsi gelisen direngte rol oynayan bazi direng

genlerinin varligi incelendi (Tablo 6).

Bunun igin, makrolid, tetrasiklin ve beta-laktam grubu genlerin tespitinde
kullanilan Real Time-PCR karisimi, 10 ul SYBR Green qgPCR Master Mix (Ampligon,
5000830, Danimarka), 2 ul genomic DNA ve antimikrobiyal diren¢ geni spesifik
primerlerin (Tablo 6) her birinden 1’er pl ve 6 pl PCR suyu olmak tizere toplam 20 pl;
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aminoglikozid ve siilfanamid grubu antimikrobiyal direng genlerinin tespitinde ise, 12
ul SYBR Green gPCR Master Mix, 2 ul genomic DNA ve antimikrobiyal diren¢ geni
spesifik primerlerin her birinden 1’er pl ve 9 ul PCR suyu olmak iizere toplam 25 pl
olacak sekilde optimize edildi. Her iki grup i¢in hazirlanan karigimlar Real Time-PCR
isleminin 6n denatlirasyon asamasinda 94 °C’de 5 dk. bekletildi. Toplam 35 siklus
olarak gergeklestirilen amplifikasyon asamasinda uygulanan Real Time-PCR
protokoleri de her bir diren¢ geni i¢in ayr1 ayr1 tablo 7’de verildi. Real Time-PCR
cihazinin yazilminda elde edilen dinamik sigmoidal egriler pozitif olarak

degerlendirildi.

Tablo 6. Antimikrobiyal diren¢ genlerinin tespitinde kullanilan oligoniikleotid dizileri.

Antimikrobiyal

Maddeler Genler Primer Oligoniikleotid Dizileri (5°-3”) Kaynaklar
ATACTGCTGATCACCGT :
Tetrasiklin tet(H) Klima ve ark.,
TCCCAATAAGCGACGCT 2014
F AATAACCCTTGCCCCAATTC Klima ve ark.
B-Iaktam bIaROB_l )
R TCGCTTATCAGGTGTGCTTG 2014
F TGCACCATCTTACAAGGAGT Rose ve ark.
erm42 ,
R CATGCCTGTCTTCAAGGTTT 2012
. F ATGCCCAGCATATAAATCGC Rose ve ark.
Makrolid mphE ’
R ATATGGACAAAGATAGCCCG 2012
c F  TATAGCGACTTTAGCGCCAA Rose ve ark.
msr )
R GCCGTAGAATATGAGCTGAT 2012
i F CAGTTTCTCCGATGGAGGCC  Kehrenberg ve
Sulfanamid Sulll
R CTCGTGTGTGCGGATGAAGTC Schwarz, 2001
. F TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG  Kehrenberg ve
Streptomisin StrA
R CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA Schwarz, 2001
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Tablo 7. Antimikrobiyal direng genlerinin tespitinde uygulanan Real Time-PCR

protokolleri.
On Amplifikasyon (°C / sn.) Final

Genler Denatiirasyon Uzamasi

(°C / dk.) Denatiirasyon Baglanma Uzama (°C / dk.)
Tetrasiklin
Tet(H) 95/5 94/30 53/60 72/60 72/8
B-laktam
blaros-1 95/5 94/30 51/60 72/60 7218
Makrolid
erm42 94/5 94/30 50/30 72/45 72/5
msrg 94/5 94/30 50/30 72/45 72/5
mphE 94/5 94/30 50/30 72/45 72/5
Aminoglikozid
StrA 94/5 94/60 56/60 72/60 7217
Siilfanamid
Sulll 94/5 94/60 56/60 72/60 7217

3.2.8. istatistiksel analiz

M. haemolytica izolatlarinin biyokimyasal Ozelliklerine gore yakinlik

derecelerinin dendogram analizi ile belirlenmesinde SPSS (2013) paket programi

kullanild. Izolatlarin biyokimyasal ézellikleriyle hastalik ve viriilens ile iliskili genleri

arasindaki korelasyonun belirlenmesi amaciyla da Minitab (Demo versiyon 15-Erisim

15.11.2019) istatistik programi kullanilarak Z oran (Two-samples proportion test) ve

Chi-square test yontemleri kullanildi (Giilaydin, 2018).
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4. BULGULAR
4.1. Mannheimia haemolytica’nin izolasyon ve Identifikasyonu

4.1.1. izolasyon

Calismada, saglikli/hasta sigir ve koyunlarin NF ve TB bolgelerinden alinan
toplam 650 sivap 6rneginden kanli agarda 3 hemolitik, Gram negatif kokobasil-kii¢iik

comak 125 adet stipheli bakteri izole edildi.
4.1.2. identifikasyon
On identifikasyon

Izole edilen Gram negatif kokobasil-kiiciik ¢comak, kanli agarda B hemolitik
koloni olusturan 125 adet izolatin 55’inin MacConkey agarda tiremedigi, TSI agarda
glukozu fermente ettigi, oksidaz ve katalaz reaksiyonu pozitif, SIM medium besiyerinde
hareketsiz, H,S ve indol negatif oldugu tespit edildi ve Mannheimia spp. olarak

degerlendirildi.

Real Time-PCR ile identifikasyon

M. haemolytica gen spesifik primerlerin kullanildigi Real Time-PCR yontemi ile
incelenen siipheli 55 Mannheimia spp. izolatinin 48’1 M. haemolytica olarak identifiye
edildi (Sekil 2, Sekil 3).
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Sekil 2. Real Time-PCR ile incelenen M. haemolytica izolatlarindan elde edilen pozitif
ampilifikasyon sonuglari.

st E B R R A ==325 bp

Sekil 3. Real Time-PCR’da elde edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiileri (325 bp)
(M: 100 bp DNA marker; P: M. haemolyitica Pozitif Kontrol; 1-11: M.
haemolytica izolatlari; N: Negatif Kontrol).

Arastirmada M. haemolytica olarak identifiye edilen 48 izolatin 44 (%91.6)’1
koyun, 4 (%8.4)’ii de sigirlardan elde edildi. incelenen izolatlarn 19’u mezbahadaki
saglikli koyunlarin NF bosluklarindan, 21’i ise akcigerlerinde pnémoni lezyonu
gozlenen 40 koyunun NF ve TB (11’1 NF ve 10’u TB) bolgelerinden izole edildi.
Izolatlarin 4’{i de sahada solunum yolu enfeksiyonu belirtileri gozlenen hasta (9)

koyunlarin NF bosluklarindan elde edildi.
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Mezbahadaki saglikli 133 sigirin NF ve TB bolgelerinden M. haemolytica izole
edilemezken, hasta olan 5 sigirdan sadece 1’inin TB bolgesinden M. haemolytica izole
edildi. Sahada solunum yolu enfeksiyonuna yonelik klinik belirtiler gézlenen 19 sigirin

3’tintin NF 6rneklerinden ise M. haemolytica izole edildi (Tablo 8).

Mezbahadaki hasta koyunlarin 3’tinden elde edilen 6 izolat, her bir koyunun
hem NF hem de TB bélgelerinden ayr1 ayri izole edildi (Tablo 8). Ancak ayni koyunun
farkl1 6rneklerinden izole edilen suslarin farkli fenotipik (biyokimyasal 6zellik) ve
genotipik (virlilens gen ve direng gen profili) 6zelliklere sahip oldugu, dolayisiyla farkli

izolatlar oldugu tespit edildi.

Tablo 8. M. haemolytica izolatlarinin hayvan tiirli ve saglik/hastalik durumlarina gore

dagilima.

Hayvan izolat Toplam

Materyal Kaynagi ~ Hayvan Sayisi izolat Izolasyon
Tiirt Sayis1 — NF B Sayist Oram (%)
Sigir Mezbaha/Saglikli 133 & ~
Sigir Mezbaha/Hasta 5 - 1 4 2.54
Sigir Saha/Hasta 19 3 -
Koyun Mezbaha/Saglikli 133 19 -
Koyun Mezbaha/Hasta 40* 11 10 44 24.17
Koyun Saha/Hasta 9 4 -
Toplam 339 37 11 48 26.71

*: 3 hasta koyunun hem NF (Nazo-Farengiyal) ve hem de TB (Trake-Bronsial)
bolgelerinden 6 adet farkli M. haemolytica izole edildi.

— . M. haemolytica izole edilmedi.

4.2. Biyokimyasal Ozelliklerin Dagilim

Real Time-PCR ile M. haemolytica olarak identifiye edilen 48 izolatin, 45
biyokimyasal testi iceren test panelinin kullanildigi BD Pheonix ™ otomatize bakteri

identifikasyon sistemi ile biyokimyasal dzellikleri belirlendi (Sekil 4).
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Lab Report
The Diagnostic Switch is ON
19/11/18 14:07

V6.21A/V6.21A (x-US)
Accession # Test Start 18/11/18 21:19
Isolate # 1 Test End 19/11/18 09:28
Sequence # 427460379244 Instr # / Station 1/A02
Panel Type NMIC/ID-400 Finalized No
Status COMPLETE
Final ID Mannheimia haemolytica Inoculum Density 05
Instrument ID(s) Confidence Value
Mann. haemolytica 99%

Instr Expected Instr Expected Instr Expected

Biochemical Biochemical Biochemical

Result  Result = Result  Result = Result Result
A ARARR - \Y A GLPRB - - A GLYB - -
A GUGAH - - A LARGH  + A% A LGTA - -
A LLEUH  + + A_LPHET - - ALPROB - -
A LPYR - - A LTRY - - ALYALD - \%
C_ACT - - C_ADO - - C CIT - \Y
C_CLST - - C DMNT B + C KGA + +
C MLO - \ C PXB - - C TIG - \Y
M NAG - - N_LGGH - - N LPROT - -
PBDGLU - \ P BPHO - + R BALL - -
R_BGEN - - R DEX + \ R _DFRU + \%
R DGAL - - R DGUA - - R DMLB - -
R DSBT - - R DSUC + A% R GRA - -
R LARA - - R LRHA - - R MBGU - -
R_MTU - - R NGA - - R NGU - -
S ORN - - S URE - - T ESC - \Y

Sekil 4. BD Pheonix™ otomatize bakteri identifikasyon sisteminde M.haemolytica

olarak identifiye edilen bir izolatin sonug raporu.
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BD Pheonix™ bakteri identifikasyon sisteminde biyokimyasal 6zellikleri
belirlenen M. haemolytica izolatlar1 arasinda degiskenligin olduk¢a fazla oldugu
gozlendi. Bununla birlikte, 12 biyokimyasal 6zellikte (Arginin-arginin, L-16sin, PNP-
BD glukoside, sorbitol, L-arginin, D-mannitol, BIS (PNP) fosfat, dekstroz, glisin, lizin-
alanin, L-prolin ve eskiilin fermentasyonu) belirlenen degiskenliklere gore izolatlarda
cok sayida degiskenlik gozlenmesine karsin, bu profiller arasinda sadece arginin-arginin
ve sorbitol testlerinde gozlenen farkliliklardan kaynaklanan 4 ana fenotipik profil
belirlendi (Tablo 9).

Incelenen 48 izolatin 21 (%43.7)’inin arginin-arginin (-) /sorbitol (+), 7
(%14.6)’sinin arginin-arginin (-) /sorbitol (-), 8 (%16.7)’inin arginin-arginin (+) /
sorbitol (+) ve 12 (%25)’sinin de arginin-arginin (+) / sorbitol (-) biyokimyasal profile
sahip oldugu tespit edildi (Tablo 9, Sekil 5).

Tablo 9. M. haemolytica izolatlarinda degiskenlik tespit edilen 4 ana biyokimyasal test
sonucuna gore belirlenen biyokimyasal profiller.

Ana biyokimyasal profil

I I 11 v
Arginin-Arginin - - + +
Sorbitol + - + -
izolat Sayis1 (%) 21 (43.7) 7 (14.6) 8 (16.7) 12 (25)
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Gruplar Aras1 Kiimeleme Divagram
Her Baglanth Olanlar Bir Kiime Olusturmakia Benzer Bulunmusgtur

Direnc Geni Viriilens Gen Biyokimyasal
Profili Profil 0 s 10 15 20 25
I izolat-1  f—
I izolat-3  |—
| [zolat-7  |—
MphEE-Str I [zolat-9  |—
I [zolat-18  |—
I Izolat-19 |—
I izolat-23  |—
MphEE-MsrE-StrA I Izolat-28 [—
I izolat-33  |—
I Profil 1 !ZO':II-}S — Profil 1
I Arginin (-)\ Izolat-38
Ermd2-5trA | Sorbitol() 1 olat-48  |—
11 izolat-6 —
Izolat-13  |—
izolat-24 |—
Izolat-37 |—
1l izolat-11 |—
11 Izolat-15 |
11 izolat-20  |—
11 \ Izolat-40 [—
MphE-MsrE-StrA izolat-27
11 ( Izolat-17
il Izolat-22 :l
111 e :lzolal—lr(: — Profil 11
Erm42-StrA 111 Arginin (-4 [zolat-47
I Sorbitol (-) izolat-2 | |
I izolat-29  |—
\ Izolat-25  |—
11 [ izola-8  |—
111 izolat-14  |—
I izolat-30  f—
11 Profil I < izola-32  |—
Arginin (+)§ | Profil I11
11 Sorbitol (+) [zolat-36
11 izolat-41 |—
I izolat-12  |—
11 izolat-42 |—
11 [izol;ll-l() o
11 izolat-16  |—
111 izolat-34 |—
Il izolat-39 |—
111 izolat-43 |—
| Profi IV < izolat-4 Profl IV
Arginin (+) 3
I Sombitol () | 170lat-26  —
I Izolat-44 |—
MphE-MsrE-StrA 11 izolat-31 |—
fzolat-21  }—
izolat-45 |—
izolat-3 —

Sekil 5. M. haemolytica izolatlarinda arginin-arginin ve sorbitol test sonuglarina gore
belirlenen biyokimyasal profillerin dendogram analizi, viriilens ile iliskili gen

profilleri ve antimikrobiyal direng genlerinin dagilimi.
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4.3. Viriilens Tle Tliskili Genlerin Belirlenmesi

M. haemolytica izolatlarinda Real Time-PCR yontemiyle viriilens ile iligkili
genleri incelenen izolatlarin, 46 (%95.8)‘sinda gcp, 42 (%87.5)’sinde gs60, 28
(%58.3)’inde thpB, 45 (%93.8)’inde IktC, 8 (%16.7)’inde nmaA ve 44 (%91.7) “iinde de
adh geni belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10. M. haemolytica izolatlarinda tespit edilen viriilens ile iligkili genler.

Viriilens ile iliskili genler [n (%0)]

gcp gs60 tbpB IktC nmaA adh
Pozitif 46 (95.8) 42(87.5) 28(58.3) 45(93.8) 8(16.7) 44 (91.7)
Negatif 2(4.2) 6 (12.5) 20 (41.7) 3(6.2) 40 (83.3) 4 (8.3)

gcp: O-Sialoglikoproteaz; gs60: Dis membran lipoprotein; thp: Transferrin baglayan protein; IKt:
Lokotoksin; Nma: UDP-N-Acetyl-D-Glukozamin-2-Epimeraz; adh: Adhezyon

4.3.1. Viriilens ile iliskili gen profilleri

Viriilens ile iligkili genlerin incelenen izolatlardaki dagilimina gore farkli gen
profilleri olusmasina karsin, {i¢ ve daha az Sayida viriilens ile iligkili gen tespit edilen
izolatlar profil olarak degerlendirilmedi. Buna gore, izolatlarin biiyiik cogunda (%83.3)
viriilens ile iliskili gen profili I (%37.5), III (%33.3) ve II (%12.5) olmak iizere 3 farkli
gen profili gozlendi. Bununla birlikte, profil 1I’ye sahip izolatlarda tim viriilens ile
iligkili genler bulunurken, profil I’e sahip izolatlarda nmaA, profil I1I’e sahip izolatlarda
ise hem nmaA hem de tbpB genleri tespit edilemedi (Tablo 11).

Tablo 11. M. haemolytica izolatlarinda tespit edilen viriilens ile iligkili gen profilleri.

Profil n(%) Viriilens ile iliskili genler
gcp gs60 tbpB IktC nmaA adh
| 18 (37.5) + + + + -
I 6 (12.5) + + + + +
i 16 (33.3) + + - + —
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4.3.2 M. haemolytica izolatlarinda belirlenen ana biyokimyasal profillerde viriilens

ile iligkili gen profillerinin dagilim

Incelenen M. haemolytica izolatlarinin 21 (%37.5)’inde belirlenen biyokimyasal
profil 1, viriilens ile iliskili gen profili I ve II’ye sahip 18 ve 6 izolatin sirasiyla 12
(%66.66) ve 4 (%66.66)’iinde belirlendi. Izolatlarin 7 (%14.6)’sinde belirlenen
biyokimyasal profil II ise, viriilens ile iligkili gen profil III’e sahip 16 izolatin 4
(%25)’tinde tespit edilirken, viriilens gen profili I’¢ sahip 18 izolatin sadece 2
(%11.11)’sinde gozlendi.

Izolatlarin 8 (%16.7)’inde belirlenen biyokimyasal profil III, viriilens ile iliskili
gen profil III’e sahip 16 izolatin 6 (%37.5)’sinda tespit edilirken, viriilens gen profil I ve
II’ye sahip birer izolatta (%5.55 ve %16.66) belirlendi. izolatlarin 12 (%25)’sinde tespit
edilen biyokimyasal profil Il ise, viriilens ile iliskili gen profil III’e sahip 16 izolatin 5
(%31.25)’inde belirlenirken, viriilens gen profili I’e sahip izolatlarin 3 (%16.66)’iinde
gozlendi (Tablo 12).

Tablo 12. M. haemolytica izolatlarinda tespit edilen viriilens ile iliskili gen profillerinin
ana biyokimyasal profillerdeki dagilimi.

Viriilens ile iliskili gen profili Biyokimyasal profil (%0)
| I 1 v
Profil gcp gs60 tbpB IktC nmaA adh | n Arg — Arg — Arg + Arg +
Sor + Sor — Sor + Sor —
I + + + + - + | 18 [12(66.66) 2(11.11) 1(5.55) 3(16.66)
i + + + + + + | 6 | 4(66.66) 1(16.66) 1
i + + - + - + | 16| 1(6.25)  4(25)  6(375) 5(31.25)
Toplam 40 17 6 8 9

Arg: Arginin-Arginin, Sor: Sorbitol

4.4. Biyokimyasal Profillerin, Viriilens ile iliskili Gen Profili ve Hayvanlarin Saghk

Durumu ile fliskisi

Elde edilen verilerin istatistiksel analizine gore yapilan degerlendirmede;
biyokimyasal profil I’e sahip izolatlarin sadece viriilens gen profili I ile iligkili (p<0.01)
oldugu, biyokimyasal profil II'nin ise hastalik olgularindan elde edilen izolatlar ile
iligkili (p<0.01) oldugu (Tablo 12) ve bunun sadece arginin-arginin negatiflikten
kaynaklandigi (p<0.05) tespit edildi (Tablo 13).
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Bununla birlikte viriilens gen Il profiline sahip izolatlarin ise biyokimyasal
profil I ile iliskili olmadig1 (p>0.05), ancak arginin pozitif izolatlar ile viriilens gen

profil 11l arasinda iliskinin 6nemli oldugu (p<0.01) belirlendi (Tablo 13).

Buna karsin, sorbitol pozitif veya negatif izolatlarin hastalik olgular ile iligkili
olmadigi (p>0.05) belirlendi. Ayrica, sorbitol pozitif veya negatif izolatlar ile viriilens
gen profilleri arasinda herhangi bir iliski bulunmazken (Tablo 13), viriilens gen profil
II’'nin de biyokimyasal profiller ve hastalik olgular1 ile iliskili olmadig1 (p>0.05) tespit
edildi.

Tablo 13. Arginin-arginin ve sorbitol pozitif/negatif M. haemolytica izolatlarinin
hastalik ve viriilens gen profilleri ile iligkisi.

Arginin(+) Arginin (-) Sorbitol (+) Sorbitol (-)

n=20 n=28 n=29 n=19
Saghk Durumu
Hasta (%) 9 (45) 20 (71)* 17 (59) 12 (63)
Saglikli (%) 11(55) 8 (29) 12 (41) 7 (37)
Viriilens Gen Profil 11
Pozitif (%) 4 (25) 14 (50)° 13 (45) 5 (26)
Negatif (%) 16 (75) 14 (50) 16 (55) 14 (74)
Viriilens Gen Profil V
Pozitif (%) 11 (55)° 5 (18) 7 (24) 9 (47)
Negatif (%) 9 (45) 23 (82) 22 (76) 10 (53)

a; Arginin negatif izolatlar ile hastalik olgulari arasinda iliski (p<0.05).
b; Arginin negatif izolatlar ile viriilens gen profil I arasindaki iliski (p<0.05).
c; Arginin pozitif izolatlar ile viriilens gen profil III arasindaki iliski (p<0.01).

Tablo 14. M. haemolytica izolatlarinda belirlenen viriilens ile iligkili gen profillerinin
hayvanlarin saglik/hastalik durumlarina gore dagilima.

I 1 i Negatif
Hasta 12 4 7 6
Saghkh 6 2 9 2

Negatif: Viriilens gen profili olarak degerlendirilmeyen az sayida izolatin hayvanlarin saglik/hastalik
durumlarina gore dagilimini gostermektedir.

4.5. Antimikrobiyal Duyarhhk

4.5.1. Disk diffiizyon testi
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile incelenen izolatlarm 5 (%10.4)’inin

eritromisin, 5 (%10.4)’inin tilmikosin, 3 (%2.1){iniin streptomisin, 4 (%8.3)’liniin
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tetrasiklin, 2 (%4.2)’sinin penisilin ve 2 (%4.2)’sinin de ampisiline direngli oldugu
tespit  edilirken, tim izolatlar gentamisin ceftazidim, enrofloksasin  ve

stilfamethaksazol+trimetoprime karsi duyarli bulundu (Sekil 6, Tablo 15).

A B

Sekil 6. M. haemolytica izolatlarinda inhibisyon zon ¢aplari. (A: Kanli agar, B: Miiller
Hinton agar)

Tablo 15. M. haemolytica izolatlarinin disk difiizyon testinde kullanilan antimikrobiyal
maddelere kars1 in vitro duyarliliklari [n (%)].

Antimikrobiyal Degerlendirme

Madde Kriteri (mm) S | R
E <13->23? 22 (45.9) 21(437)  5(10.4)
TiL <10—>14" 43 (89.6) 0 5 (10.4)
STR <12->15° 38 (79.2) 7 (14.5) 3(6.3)
CN <12->15 46 (95.8) 2(4.2) 0
TET <24->24" 44 (91.7) 0 4(8.3)
P <17->17" 46 (95.8) 0 2 (4.2)
A <17->17° 46 (95.8) 0 2 (4.2)
CAZ <17->21" 47 (97.9) 1(21) 0
ENR <16->21" 48(100) 0 0
SXT <23—>23¢ 48 (100) 0 0

a: CLSI 2002 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.

b: CLSI 2018 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.

c: CLSI 2002 (Gentamisine ait degerlendirme kriteri kullanildi).

d: EUCAST 2019 (P. multocida’ya ait degerlendirme kriteri kullanildr).

e: EUCAST 2019 (P. multocida i¢in Penisilin-G degerlendirme kriteri kullanildr).

f: CLSI 2018 (Ceftiofur’a ait degerlendirme kriteri kullamldr)

E: Eritromisin, TiL: Tilmikosin, STR: Streptomisin, CN: Gentamisin, TET: Tetrasiklin, P: Penisilin, A:
Ampisilin, CAZ: Ceftazidim, ENR: Enrofloksasin, SXT: Siilfamethaksazol+Trimetoprim.

S: Duyarly, I: Orta Duyarli, R: Direngli.

n; Izolat say1st
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4.5.2. MiK degerlerinin belirlenmesi

E-test yontemi ile daha &nce bildirilen kriterlere gére incelenen izolatlarda MiK
araligi; eritromisin 0.19-32 pg/ml, tilmikosin 0.012-32 pg/ml, streptomisin 0.75-64
pg/ml, gentamisin 0.125-0.75 pg/ml, tetrasiklin 0.064-32 pg/ml, penisilin 0.047-24
pg/ml, ampisilin 0.016-32 pg/ml, ceftazidim 0.016-0.19 pg/ml, enrofloksasin 0.002-
0.032 pg/ml ve siilfamethaksazol+trimetoprim 0.002-0.064 pg/ml olarak belirlendi.
Izolatlarin 5 (%10.4)’inin eritromisin, 6 (%12.5)’simn tilmikosin, 5 (%10.4)’inin
streptomisin, 4 (%8.3)’linilin tetrasiklin 7 (%14.6)’sinin penisiline ve 3 (%6.3)’linlin de
ampisiline direngli oldugu tespit edildi.

Incelenen izolatlarin tamami gentamisin, ceftazidim, enrofloksasin ve
stilfamethaksazol+trimetoprime duyarli bulundu (Sekil 7; Tablo 16).

E-test ile incelenen izolatlarda MiKsy-MiKgg degerleri de, eritromisin 0.75-3.0
pg/ml, tilmikosin 1.5-8.0 pg/ml, streptomisin 3.0-12.0 pg/ml, gentamisin 0.38-0.5
pg/ml, tetrasiklin 0.25-0.38 pg/ml, penisilin 0.19-0.25 pg/ml, ampisilin 0.125-0.38
pg/ml, ceftazidim 0.047-0.094 pg/ml, enrofloksasin 0.004-0.016 pg/ml ve
stilfamethaksazol+trimetoprime 0.008-0.016 pg/ml olarak belirlendi (Tablol1l6, Tablo
17).

(A) (B)

Sekil 7. MIK degerlerinin E-test yontemi ile tespiti. (A: Kanli agar; B: Miiller Hinton agar)

47



Tablo 16. M. haemolytica izolatlarinda antimikrobiyal maddeler igin E-test ile belirlenen MIK degerleri.

E-test ile Elde Edilen MiK Degerleri (ug/ml)*

C_\S 5]

> g . .
9o = s Direncli
_;Eg =S E izolat
=8 C2TW o m F © ©® N © ®m NN~ S W Savisi
S 5Y =2 O © 9 © © 4 49 a4 M T © o N T L P L o N © <+ o < Yy
g & 25S8832288388833cses VT TYe® AT T nu
< =

E <05>8 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0O 0O O 1 0 02 15165 3 1 0 0 0 0 2 1 2 0 5(104)
TIL <8—>32 0 0 O 0 O 1 0 O O 0O 0O O OO0 1 0 1 2 7 6 9 1 5 7 2 0 0 0 6 0 6(25)
STR <32>64 0 0 0 0 0 0 0 O O O O O O O O O 2 0 3 5 8 10 9 4 2 0 0 0 5 5(104
CN <4>16" 0 0 0 0 0 0 0O O O O O 1 3 2 10248 0 0 0 0O 0 O OO0 0 0 O 0
T <2—>§° 0 000 0O O OOT OZ11 1 911156 0 0 00 0 0 01 1 0 0 2 0 4(23)
P <025>1° 0 0 0 0 0 O 0 O O 1 1 4 8 9 3 6 4 5 3 1 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 7(146)
A <1—>1° 0 000 0 0 2 0110 8 106 6 6 5 001 00000 O0O0O0 2 0 3(63
CAZ <2—>8' 0 0000 0 7 1 4 5122116 2 000 00 0O0CO0O0O0O0CO0TO0O0TO0STO0 0
ENR <025->2° 7 5 10 5 5 6 5 2 3 0 0 0O 0 0O O O O O O OO O O OO OUOUOTU OO 0
SXT <025->025* 1 3 3 6 4 15 9 3 2 1 1 0 0 0 0 0 O O 0O O O O O O OO OUOTUOSFUDO 0

a: Bold rakamlar MIK50, alti ¢izili rakamlar MIK90 degerini gostermektedir.
b: CLSI 2002 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.

c: CLSI 2018 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanilda.

d: NARMS 2009 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanild.

e: EUCAST 2019 (P. multocida’ya ait degerlendirme kriteri kullanilds).

f: CLSI 2018 (Ceftiofur degerlendirme kriteri kullanildr).

*: Antimikrobiyal madde degerlendirme kriteri MiK araligin belirtmektedir.

48



Tablo 17. E-test ve disk difiizyon testi ile direngli bulunan izolatlar ve antimikrobiyal

duyarliliklar1 belirlenen tiim izolatlarin MiKso ve MiKgg degerleri.

. Direngli Izolat Sayisi
Antimikrobiyal Degerl.endirme Al\;[;thl MiKsy, MiKg (%)
Madde Kriteri (ng/ml) (ng/mi) (ng/ml) (pg/ml) Etest _[?.isk
Difiizyon
E <0.5->8° 0.19-32 0.75 3.0 5(104) 5(10.4)
TiL <g —>32° 0.012-32 1.5 8.0 6(12.5) 5(10.4)
STR <32—>64° 0.75-64 3.0 12.0 5(104) 3(6.3)
CN <4—>16° 0.125-0.75  0.38 0.5 0 0
T <2—>g* 0.064-32 0.25 0.38 4 (8.3) 4 (8.3)
<0.25—>1° 0.047-24 0.19 0.75 7(146) 2(4.2)
A <1—>1¢ 0.016-32 0.125 0.38 3(6.3) 2(4.2)
CAZ <2—>§° 0.016-0.19  0.047 0.094 0 0
ENR <0.25->2*  0.002-0.032 0.004 0.016 0 0
SXT <0.25->0.25"  0.002-0.064  0.008 0.016 0 0

a: CLSI 2002 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.

b: CLSI 2018 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.

c: NARMS 2009 tarafindan bildirilen degerlendirme kriterlerleri kullanildi.
d: EUCAST 2019 (P. multocida’a ait degerlendirme kriterleri kullanildi).
e: CLSI 2018 (Ceftiofur’a ait degerlendirme kriteri kullanildi).

MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon.

Disk diffiizyon testi ile incelenen izolatlarin 6 (%12.5)’s1, E-test ile incelenen
izolatlarin ise 9 (%18.75)’'unda, incelenen antimikrobiyal maddelere karsi
antimikrobiyal diren¢ belirlendi. Tilmikosin, streptomisin, penisillin ve ampisilline
direnglilige yonelik E-test ve disk difiizyon testi ile elde edilen sonuclar arasinda
farkliliklar gdzlendi. Incelenen 2 izolat E-test ve disk difiizyon testinde penisilin ve
ampisilline direngli bulunurken, E-test ile penisiline direngli bulunan 7 izolatin 5’1 ve
ampsiline direngli bulunan 3 izolatin da 1’i disk difiizyon testinde duyarli bulundu.
(Tablo 17, Tablo 18).

E-test ile direngli bulunan 9 izolatta 6 farkli antimikrobiyal direng profili tespit
edildi. Her iki testte sadece eritromisine direngli bulunan 1 izolatta MIK degerinin 16

ug/ml oldugu belirlendi. E-testte, sadece penisiline direncli bulunan 2 izolatta MIiK
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degerlerinin sirastyla 1 ve 1.5 pg/ml, tilmikosin ve penisiline direngli bulunan iki
izolatta ise 64< ve 1 pg/ml olarak bulunurken, bu izolatlarin disk difiizyon testinde

duyarl oldugu gozlendi.

E-test ile direngli bulunan diger 1 izolatta MIK degerleri tilmikosin igin 32
pg/ml, streptomisin i¢in 64 pg/ml ve penisilin i¢in 1 pg/ml olarak belirlenirken, bu

izolat disk diflizyon testinde sadece tilmikosine direngli bulundu.

E-testte, direngli bulunan diger 1 izolatta MIK degerleri eritromisin igin 24
pg/ml, tilmikosin i¢in 32 pg/ml, streptomisin i¢in 64 pg/ml ve tetrasiklin i¢in 12 pg/ml

olarak tespit edilirken, disk difiizyon testinde sadece streptomisine duyarli bulundu.

Her iki testte ¢oklu diren¢ belirlenen 3 izolattan 2’sinde MIK degerleri
eritromisin i¢in 32 pg/ml, tilmikosin i¢in 32 pg/ml, streptomisin i¢in 64 pg/ml,
tetrasiklin icin 32 pg/ml, penisilin i¢in 24 pg/ml ve ampisilin i¢in 32 pg/ml olarak
bulunurken, disk difiizyon testinde penisillin ve ampisiline duyarli bulunan diger 1
izolatta MIK degerleri eritromisin igin 32 pg/ml, tilmikosin i¢in 32 pg/ml, streptomisin
icin 64 pg/ml, tetrasiklin i¢in 8 pg/ml, penisilin i¢cin 4 pg/ml, ampisilin icin 1.5 pg/ml
olarak belirlendi. (Tablo 18).

Tablo 18. E-test ve disk diflizyon testlerinde direngli bulunan M. haemolytica

izolatlarinda belirlenen fenotipik direng profilleri.

E-test Disk Difiizyon
e L T s
E 1 16 E 1
P 28 1,15 - 0
TiL, P 1° 64<, 1 - 0
TIL, STR, P 1° 32,64, 1 TIiL 1
E, TiL, STR, T 1 24,32, 64, 12 E, TiL, T 1
E, TiL, STR, T, P, 2 32,32,64,32,24,32 | E, TIL, STR, T, P, A 2
A 1 32,32,64,8,4,15 | E,TIL, STR, T 1
Toplam 9 6

a: E-testte direngli, disk difiizyon testinde duyarli bulunan izolatlar.

b: Disk difiizyon testinde Penisilin’e ve Tilmikosin’e duyarli izolatlar.
c: Disk difiizyon testinde Penisilin’e ve Streptomisin’e duyarli izolat.
d: Disk difiizyon testinde Penisillin’e ve Ampisilin’e duyarli izolat.

n: Izolat say1st
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4.6. Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

E-test ile antimikrobiyal maddelere direngli bulunan 9 izolatin 6’sinda makrolid
direng genleri tespit edilirken, tetrasiklin, beta-laktam ve siilfanamid grubu
antimikrobiyal maddelere karsi diren¢ genleri tespit edilemedi. Makrolid direnci
belirlenen 6 izolatin 1’inde mphE, 3’tinde mphE ve msrE, 2’sinde de erm42 geni
bulundu. Makrolid diren¢ geni bulunan 6 izolatin 5’inde de aym1 zamanda
aminoglikozid direng geni strA belirlendi. (Tablo 19, Tablo 20).

Tablo 19. E-test ile direngli bulunan 9 izolatta tespit edilen direng genlerinin
antimikrobiyal madde gruplarindaki dagilimi.

ﬁﬂrétérg;l;rr%bt%al n Diren¢ Geni n (%)
mphE 1(16.7)
Makrolid 6 mphE-msrE 3 (50)
erm42 2 (33.3)
Aminoglikozid 5 StrA 5 (100)
Tetrasiklin 0 tetH 0
Beta-laktam 0 blarog-1 0
Siilffanamid 0 sulll 0

E-test ile direncli bulunan 9 izolatta belirlenen fenotipik direng¢ profilleri ile
direng geni tespit edilen 6’izolattaki direng gen profilleri karsilastirildiginda; her iki
testte sadece eritromisine direngli bulunan 1 izolatta makrolid direng geni mphE tespit
edildi. Sadece E-test ile penisiline direngli bulunan 2 izolat ile penisilin ve tilmikosine

direngli bulunan 1 izolatta direng genleri belirlenemedi.

Tilmikosin, streptomisin ve penisilin direnci belirlenen 1 izolatta makrolid
diren¢ geni erm42 ve aminoglikozid direng geni StrA tespit edilirken, benzer gen profili
eritromisin, tilmikosin streptomisin ve tertrasikline direngli bulunan 1 izolatta da

belirlendi.

Buna karsin, E-test ile eritromisin, tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin, penisilin
ve ampisiline karsit ¢oklu direnc belirlenen 3 izolatta, makrolid diren¢ genlerinden

mphE, msrE ve aminoglikozid direng geni strA bulunmakla birlikte, makrolid grubu
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erm42 geni tespit edilemedi. Bu izolatlardan 2’sinde tetrasiklin, penisillin ve ampisilin
icin belirlenen MIiK degerlerinin (32, 24, 32 ug/ml) de, disk difiizyon testinde penisilin
ve ampisiline duyarli bulunan diger 1 izolatta belirlenen MIK degerlerinden (8, 4, 1.5

ug/ml) daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 20).

Tablo 20. E test ile direngli bulunan M. haemolytica izolatlarinda belirlenen fenotipik

direng profillerinde direng gen profillerinin dagilima.

ggi;rzil;:ggiﬁ/al n:9 MIK (pg/ml) Direnc¢ gen profili
E 1 16 mphE

P 2 1,15 -

TiL, P 1 64<, 1 -

TIiL, STR, P 1 32,64,1 erm42, strA

E, TIL,STR, T 1 24,32, 64,12 erm4z2, strA

E, TIL, STR, T, P, A 2 32, 32,64, 32,24, 32 mphE, msrE, strA
E, TIL, STR, T, P, A 1 32,32,64,8,4,15 mphE, msrE, strA

*Bold karakterde yazilan harfler disk difiizyon testinde duyarl izolatlar1 tanimlamaktadir.

52



5. TARTISMA VE SONUC

Sigir ve koyunlarin solunum sistemi hastaligi gerek tilkemizde gerekse diinyada
onemli ekonomik kayiplara neden olan hastaliklardan biridir. Hastaligin ortaya
cikisinda bakteri, viriis ve parazit gibi etiyolojik ajanlarin yam sira, yetersiz beslenme,
iklim degisikligi, yetersiz barmak sartlari, transport gibi cesitli ¢cevresel faktorler etkili
olmaktadir (Jesse ve ark., 2019). Sigir ve koyunlarin solunum yollarinda firsat¢i patojen
olarak bulunan M. haemolytica, konak¢r immun sisteminin zayifladigi durumlarda
primer ve/veya sekonder bakteriyel etken olarak hastalik tablosu meydana
getirebilmektedir. M. haemolytica sigir ve koyunlarda enzootik pnémoni, septisemi,
pnomonik pastorelloz (shiping fever) ve mastitise neden olmaktadir (Giirbiiz, 2003;
Muhomed ve Abdelsalam, 2008; Ermilio ve ark., 2011; Castillo ve ark., 2017; Jesse ve
ark., 2019).

Sigir ve koyunlarin solunum yollarindan M. haemolytica suslarinin izolasyonu,
konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle identifikasyonu, biyotiplendirilmesi,
serotiplendirilmesi, genotiplendirilmesi ve viriilens ile iligkili genlerin tespiti, in-vitro
antimikrobiyal duyarliliklar1 ve antimikrobiyal direng genlerinin tespitine yonelik ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir (Bisgaard, 1977; Kehrenberg ve ark., 2001; Angen ve
ark., 2002; Lee ve ark., 2003; Catry, 2005; Hawari ve ark., 2008; Katsuda v ark., 2009;
Michael ve ark., 2012; Hounsome, 2012; Klima ve ark., 2014; Clawson ve ark., 2016;
Ahmet ve ark., 2017; Daphal ve ark., 2018). Bununla birlikte, iilkemizde sigir ve
koyunlardan alinan ¢esitli 6rneklerden elde edilen M. haemolytica izolatlarinda konu ile
ilgili yapilmis sinirh sayida aragtirma bulunmaktadir. (Kirkan, 2003; Giirbiiz, 2003;
Ozbey ve Muz, 2004; ilhan ve Keles, 2007; Yavrucu, 2008; Solmaz ve ilhan, 2011).

Bu ¢alismada, saglikli ve hasta sigir ve koyunlarin solunum yolundan elde edilen
M. haemolytica izolatlarmin biyokimyasal o6zellikleri, virlilens ile iliskili genler,
antimikrobiyal diren¢ ve direng ile iliskili genlerin varligr arastirildi. Ayrica izolatlarin
fenotipik ve genotipik 6zellikleri ile hayvanlarin hastalik durumu arasinda olasi iligkiler

degerlendirildi.

M. haemolytica’nin prevalansinin belirlenmesine yonelik diinyada ve iilkemizde

bircok calisma yapilmistir. Ulkemizde M. haemolytica’nin prevalansinin belirlenmesi
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ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, mezbahada kesimi yapilan hayvanlardan alinan
orneklerde bakteriyolojik yontemler kullanilmigtir (Yener ve ark., 2001; Giirbiiz, 2003;
Kirkan ve Kaya, 2005; Tel ve Keskin 2010; Ulker ve ark., 2012; Dag ve ark., 2018).
Bitlis ilinde 1505 kegiden alinan akciger orneklerinin makroskobik-patolojik olarak
incelenmesi sonucunda, pnémoni bulgular tespit edilen 74 (%4.91) akciger 6rneginin
16 (%38.09)’sindan M. haemolytica izole edildigi bildirilmistir (Yener ve ark., 2001).
Kars ve yoresinde yapilan benzer bir calismada ise, incelenen toplam 231 sigir ve
koyundan alinan akciger 6rneklerinin 61 (%26.4)’inden M. haemolytica izole edildigi
rapor edilmistir. (Giirbliz, 2003). Diger bazi bolgelerde (Aydin ve Urfa) yapilan
caligmalarda da (Kirkan ve Kaya, 2005; Tel ve Keskin 2010) sirasiyla, pndmoni
lezyonlar1 gozlenen 200 koyun akcigerinin 22 (%11)’sinden ve 240 koyun akciger
orneginin de 30 (%12.5)’undan M. haemolytica izole edildigi bildirmistir. Antakya’da
yapilan bir ¢alismada da 122 sigir akciger 6rneginden M. haemolytica izole edilmedigi
rapor edilmistir (Ulker ve ark., 2012). Diger bir arastirmada ise, pnémoni lezyonlari
gozlenen 100 adet koyun akciger orneginin 19 (%19)’undan M. haemolytica izole
edildigi bildirilmistir (Dag ve ark., 2018).

Aydin ve c¢evresindeki mezbahalarda kesimi yapilan 309 sigirin trakeal
boslugundan alinan sivap 6rneklerinin 30 (%9.7)’undan P. multocida ve 4 (%1.3)’tinden
M. haemolytica izole edildigi bildirilmistir (Baysan, 2007). Onat ve ark. (2010) ise, 47
sigirdan alinan bilateral burun sivap 6rneklerinin 5 (%10.6)’inden M. haemolytica izole

edildigini bildirilmislerdir.

Deressa ve ark. (2005) klinik olarak pnomoni bulgulari gozlenen koyunlarin
solunum yolundan alinan ve bakteriyolojik ve PCR yontemleri ile incelenen 74 6rnegin

14 (%18.9)tinden M. haemolytica izole edildigi bildirmistir.

Demissie ve ark. (2014) makroskobik pnémoni lezyonlar1 gézlenen 167 koyun
akciger orneginin 57 (%34.1)’sinden M. haemolytica izole edildigini rapor etmislerdir.
Diger bir calismada ise benzer lezyonlarin goézlendigi 96 koyunun akciger doku
orneklerinin 52 (%54.1)’sinden M. haemolytica izole edildigi bildirilmistir (Singh ve
ark., 2018). Hasta ve saglikli sigir, bufalo, koyun ve kecilerin nazal akint1 ve akciger
dokularindan alman 315 Orne8in konvansiyonel bakteriyolojik ve PCR yontemleri

kullanilarak incelendigi diger bir arastirmada (El Dokmak, 2015), sigirlarin %5.3’{inde,
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koyunlarin ise %3.3’linde M. haemolytica tespit edildigi bildirilmistir. Abera ve ark.
(2014), hasta ve saglikli sigirlardan alinan toplam 329 nazal sivap ve pndmonik akciger
orneginin 13 (% 4)’tinden M. haemolytica izole edildigini bildirmislerdir. Diger bir
calismada da, Noyes ve ark. (2015) solunum yolu enfeksiyonu belirtileri gézlenen 5498
sigirdan alinan nazo-farengiyal sivap orneginin 1596 (%29)’sindan, Castillo ve ark.
(2017) solunum yolu enfeksiyonu gozlenen 88 sigirdan alinan nazal sivap 6rneginin 70
(%79.5)’inden M. haemolytica izole ettiklerini bildirmislerdir. Legesse ve ark. (2018)
da klinik pndmoni tespit edilen 76 koyundan alinan nazal sivap Orneginin 26

(%34)’sindan M. haemolytica izole edildigini rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada, solunum yolu enfeksiyonu saptanan 24 sigirin 4 (%2.54)’tinden
ve 49 koyunun 25 (%51)’inden ve saglikli oldugu belirlenen 133 koyunun ise 19 (%
14.3)’undan M. haemolytica izole edildi. Calismada sigirlarda belirlenen M.
haemolytica izolasyon oranmin Ulker ve ark. (2012)’nin bildirdigi orandan yiiksek;
Giirbiiz (2003), Onat ve ark. (2010), Noyes ve ark. (2015) ve Castillo ve ark. (2017)
tarafindan bildirilen oranlardan daha diisilk oldugu belirlendi. Bununla birlikte
koyunlardan elde edilen izolat oraninin, Giirbiiz (2003) ve Demissie ve ark. (2014)’nin
bildirdigi oranlardan diisiik, Kirkan ve Kaya (2005), Tel ve Keskin (2010)’nin bildirdigi
oranlardan ise yliksek oldugu tespit edildi. Arastirmalarda gozlenen farkliliklarin
yetistirme yontemleri, iklim ve ahir sartlarinin  yoreden yoreye degiskenlik

gostermesinden kaynaklandig: diistintildii.

M. haemolytica izolatlarinda biyokimyasal ozellikler ¢ok fazla degiskenlik
gostermektedir. Bisgaard (1977), sigirlarin trakeal boslugundan izole edilen M.
haemolytica suslarinda indol, MR, VP, arabinoz ve eskiilin test sonug¢larinin negatif
bulundugunu, laktoz fermentasyonunun ise degiskenlik gosterdigini bildirmistir. Daphal
ve ark. (2018) da kiigiik ruminantlardan elde edilen 7 M. haemolytica izolatinin indol,
MR-VP ve sitrat test sonuglarinnin negatif oldugu bildirilmistir. Angen ve ark. /1997)
ise, sigir ve koyunlardan izole edilen 246 trehaloz negatif M. haemolytica izolatinin,
MacConkey agarda iireme, indol ve sorbitol test sonuglarinin degiskenlik gosterdigi
bildirilmistir. izolatlar arasinda 10 farkli biyogrubun belirlendigi arastirmada, 5
biyogrupta MacConkey agarda iireme 6zelliginin degisken oldugu, diger 5 biyogruptaki

izolatlarin ise MacConkey agarda tiremedikleri bildirilmistir. Bagdat’ta yapilan bir
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calismada (Ahmed ve ark., 2017), ticari identifikasyon kiti kullanilarak, 3’ akciger
dokusundan, 2’si de nazal bosluktan identifiye edilen toplam 5 M. haemolytica
izolatinin tamaminin ramnoz, indol, nitrat pozitif; jelatinaz, iire, inositol, ksiloz,

Mannitol, arabinoz, maltoz negatif bulundugu bildirilmistir.

Taunde ve ark. (2019), siddetli solunum sistemi enfeksiyon belirtileri gézlenen
kegilerden izole edilen 40 M. haemolytica izolatinin 16 (%]15)’sinin kanli agarda P
hemolitik, 34 (%85)’liniin ise non-hemolitik koloniler olusturdugunu, izolatlarin
tamaminin MacConkey agarda iremedigini, eskiilin pozitif ve ONPG negatif
bulundugunu (atipik sus) ve olumsuz ¢evre sartlarinda M. haemolytica saha izolatlarinin

atipik ozelliklere sahip olabilecegini rapor etmislerdir.

Giirbiiz (2003) sigir ve koyunlardan elde edilen 61 M. haemolytica izolatinin
tamaminin indol negatif; arabinoz, ksiloz, salisin ve trehaloz reaksiyonlarinin ise
degisken oldugunu bildirmistir. Van bolgesinde mezbahada kesimi yapilan koyunlarin
akciger 6rneklerinden izole edilen 66 (%11.3) M. haemolytica izolatinin biyotip ve
serotiplerinin belirlendigi bir ¢alismada (ilhan ve Keles, 2007), arabinoz, ksiloz ve
trehaloz fermentasyon test sonuglarina gore izolatlarin 57 (%86.3)’sinin biyotip A, 9
(%13.6)’unun ise biyotip T olarak tanimlandigi bildirilmistir. Diger bir arastirmada
(Sahin, 2017) ise, koyunlardan izole edilen 16 M. haemolytica izolatinin tamaminin
trehaloz negatif, arabinoz ve ksiloz pozitif, 13 (%81.3)’linlin de laktoz pozitif oldugu
tespit edilmis ve elde edilen sonuglara gore izolatlarin tamaminin biyotip A (ksiloz ve

arabinoz pozitif) olarak tanimlandigi rapor edilmistir.

Sunulan bu ¢alismada da, incelenen 48 M. haemolytica izolatinin tamaminin
kanli agarda B hemolitik koloni olusturdugu, MacConkey agarda iiremedigi ve indol
negatif oldugu belirlendi. Bununla birlikte, izolatlarin biyokimyasal yontemle
identifikasyonunda kullanilan kitlerdeki biyokimyasal testler arasinda arginin-arginin ve
sorbitol fermentasyon 6zelliklerine gore izolatlarin 4 farkli biyokimyasal profile sahip
oldugu ve biyokimyasal profil II’'nin hastalik olgularindan izole edilen izolatlar ile
iligkili oldugu ve bu iliskinin sadece arginin negatif izolatlardan kaynaklandig1 tespit
edildi. M. haemolytica saha izolatlar1 arasinda biyokimyasal Ozelliklerin farklilik
gosterebilecegi ve bunun olumsuz gevre sartlari, konak¢1 farkliligi ve Gram negatif

bakteriler arasinda genetik aktarimin neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
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M. haemolytica izolatlarinda viriilens ile iligkili genlerin varligina yonelik PCR
yontemiyle yapilan c¢aligmalarda ise; gilinimiize kadar M. haemolytica izolatlarinin
neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezisinde rol oynayan; kapsiil (nmaA, nmaB),
lipopolisakkarit (lic2, IpsA), demir baglama proteinleri (irp, tonB, tbpA, tbpB), dis
membran protein ve lipoproteinleri (OmpA, fhaC, Igal, plpD, plpE, gs60), adhezin ve
fimbria (adh, hf, pilA, pilD, ssa) ve 16kotoksin (IktA, IktC), O-sialoglikoproteaz (gcp),
norominidaz (nanH) ve siiperoksitdismutaz (sodA, sodC) olmak iizere, ekstraselliiler
enzimlerin sentezinde rol oynadigi bildirilen 25 farkli viriilens ile iliskili gen
tanimlanmistir (Fisher ve ark., 1999; Highlander ve ark., 2001; Lo ve ark., 2006; Gioia
ve ark., 2006; Adamu ve ark., 2007; Singh ve ark., 2011; Hounsome, 2012; Puchalski
ve ark., 2013; Klima ve ark., 2014; El Dokmak ve ark., 2015; Garcia-Alvarez ve ark.,
2018; Nefedchenko ve ark., 2019).

Farkli hayvan gruplarindan elde edilen 248 M. haemolytica ve Biberstenia
trehalosi izolatinda 16kotoksin (IktA) geninin tespitine yonelik bir ¢alismada (Fisher ve
ark., 1999), izolatlarin 108’inde l6kotoksin geni tespit edildigi, bu izolatlarin 90’ min M.
haemolytica, 18’inin ise Biberstenia trehalosi oldugu bildirilmistir. Arastirmada,
l6kotoksinin, pndomonik pastorelloz olusumunda major viriilens faktér oldugu ve diger
viriilens faktorlerinin ise etkenin kolonizasyonu ve hastalik olusumunda indiikleyici
faktorler olarak rol oynadigi sonucuna varilmistir. Ulkemizde yapilan benzer bir
calismada da (Kirkan, 2003), akcigerinde pnomonik lezyonlar gozlenen koyunlardan
izole edilen 22 M. haemolytica ve 2 Biberstenia trehalosi izolatinin tamaminda IktA
geninin tespit edildigini ve l6kotoksin geninin, pnomonik pastorelloz vakalarinda en

onemli virtilens faktorii oldugu rapor edilmistir.

M. haemolytica ile enfekte edilen 29 buzagidan elde edilen M. haemolytica
izolatlarinda Reverse-Transkriptaz PCR yontemi ile viriilens ile iligkili genlerin
varhigina yonelik yapilan deneysel bir arastirmada (Lo ve ark., 2006) izolatlarin
tamaminda lkt, gs60, adh ve gcp genlerinin akciger dokusunda eksprese oldugu tespit
edilirken, tbp ve nma genlerinin belirlenemedigi rapor edilmistir. Arastirmada M.
haemolytica izolatlarinda en 6nemli viriilens faktoriiniin 16kotoksin oldugu, nma ve tbp
genlerinin tespit edilememesinin hastaligin enfeksiyon safhasi ile ilgili olabilecegi

bildirilmistir.
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Sigir, koyun ve kegilerden izole edilen 20 M. haemolytica izolatinda yapilan
calismada (Saed ve ark., 2015), bir sigirin nazal bélgesinden ve bir koyunun da akciger
dokusundan elde edilen sadece iki izolatta gcp geni tespit edildigi bildirilmistir. El
Dokmak ve ark. (2015) sigir ve koyunlardan izole edilen 7 adet M. haemolytica
izolatinin virtilens ile iligkili genlerine yonelik yapilan diger bir ¢calismada, izolatlarin

tamaminda gcp ve gs60 genlerinin tespit edildigi bildirilmistir.

Koyunlardan elde edilen 121 M. haemolytica izolatinda viriilens ile iliskili 16
genin incelendigi diger bir ¢alismada ise (Garcia-Alvarez ve ark. 2018), IktA, tbpA, tbpB
ve tonB genleri izolatlarin tamaminda tespit edilirken, adh (%97.5), thaC (%94.2), gcp
(%79.3), hf (%79), irp (%59.5), IpsA (%65), nanH (%99.2), pilA (%95.8), plpD
(%95.8), pomA (%97.6), sodA (%91.7) ve sodC (%19) genlerinin farkli oranlarda
bulundugu bildirilmistir. Arastirmada pnomonili koyunlardan elde edilen izolatlarda
sadece irp geninin hastalikla iligkili bulundugu, hasta ve saglikli hayvanlardan izole
edilen M. haemolytica izolatlar1 arasinda viriilens ile iliskili genlerin dagiliminin
homojen oldugu sonucuna varildigi rapor edilmistir. Buna karsin, Sibirya ve
Kazakistan’da solunum yolu enfeksiyonu gozlenen buzagilardan alinan akciger
orneklerinden elde edilen 54 M. haemolytica izolatinin 7 (%13)’sinde 16kotoksin geni
bulunmadig: bildirilmistir (Nefedchenko ve ark. 2019).

Yapilan bu ¢alismada, sigir ve koyunlarin solunum yolundan izole edilen 48 M.
haemolytica izolatinin 46 (%95.8)’sinda gcp, 42 (%87.5)’sinde gs60, 28 (%58.3)’inde
tbpB, 45 (%93.8)’inde IktC, 8 (%16.7)’inde nmaA, 44 (%91.7)’tinde adh genleri tespit
edildi. Arastirmada tespit edilen lokotoksin gen pozitif izolat sayisi, Fisher ve ark.
(1999) ve Nefedchenko ve ark. (2019) tarafindan bildirilenden yiiksek, Kirkan (2003),
Lo ve ark. (2006) ve Garcia-Alvarez ve ark. (2018) tarafindan bildirilenden ise diisiik
oldugu belirlendi. Lokotoksin genlerinin farkli oranlarda tespit edilmesinin 16kotoksini
kodlayan birden fazla gen bdlgesinin bulunmasindan kaynaklanabilecegi, ayrica
bolgesel kosullar ve hayvan tiirlerine gore de gen varhiginin farklilik gosterebilecegi
kanisina varildi. Sialoglikoproteaz (gcp) ve dis membran lipoprotein (gs60) pozitif
izolat sayist; Lo ve ark. (2006) tarafindan tespit edilenden diisiik, El Dokmak ve ark.
(2015) tarafindan tespit edilenden ise yiiksek oldugu belirlendi. Sunulan bu ¢alisma ile
gcp ve gs60 genlerinin M. haemolytica izolatlarinda yiiksek oranda (%95.8 ve %87.5)
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bulunmasi dolayistyla M. haemolytica’nin saha izolatlarinda olumsuz ¢evre kosullari ve
In vivo ortamlarda immun yanit tepkisi olarak sentezlenme gereksiniminin sustan susa
farklilik gosterebilecegi diistintildii. UDP-N-asetil-D-glikozamin-2-epimeraz (nma),
demir baglama proteini (tbp), adhezyon (adh) gen pozitif izolat sayis1 ise Lo ve ark.
(2006) ve Garcia-Alvarez ve ark. (2018) tarafindan bildirilenden daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Yapilan bu c¢alisma ile M. haemolyitca izolatlarinda tbpB genlerinde
heterojenitenin yiiksek oldugu ve hastalik olgularindan izole edilen genlerde tespit
edilebileceginden dolay1 patojen ve kommensal M. haemolytica izolatlarinin ayriminda
kullanilabilcek bir kriter olabilecegi, nmaA geninin ise izolatlarin biiyiik ¢cogunlugunda
tespit edilemedigi (%91.7) ve kapsiil genini kodlayan bagka gen bdlgelerinin olabilecegi
disiiniilmektedir. Bununla birlikte, arastirmada incelenen izolatlarda viriilens ile iliskili
genlerin dagilimina gore farkli gen profilleri belirlendi. Profil 11I’ye sahip izolatlarin
tamaminda tiim viriilens ile iliskili genlerinin bulundugu, profil I’e sahip izolatlarda
nmaA, profil Ill’e sahip izolatlarda ise nmaA ve tbpB genleri tespit edilemedi.
Izolatlarin %83.3’linde viriilens gen profil 1 (%37.5), I (%33.3) ve II (%12.5)
belirlenirken, viriilens gen | profiline sahip izolatlarin arginin-arginin negatif, viriilens
gen profil 1lI’e sahip izolatlarin ise argininin-arginin pozitif izolatlar iliski oldugu
belirlendi. Genel olarak, M. haemolytica izolatlarinda viriilens genlerin heterojeniteye
sahip oldugu ve bunun en 6nemli nedenlerinden birinin etkenin farkli bakteri tiirleri ile
miks enfeksiyon meydana getirmesi dolayisiyla plazmid ve transpozon gibi
ekstrakromozomal DNA’lar araciligi ile bazi viriilens faktorlerini kodlayan yeni
genlerin tasinabilecegi, diger nedenin ise viriilens faktorlerinin birden fazla gen

tarafindan kontrol edilmesinden kaynaklanabilecegi kanaatine varildi.

Bakteriyel etkenlerde artan antimikrobiyal direng antimikrobiyal tedavinin
yetersiz kalmasina neden oldugundan, etkili antimikrobiyal tedavi icin etkenin
antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi ve tedavide uygun antibiyotigin kullanilmasi
gerekmektedir. M. haemolytica izolatlarinda birden fazla antimikrobiyal madde grubuna
kars1 ¢oklu direng gelistigi bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. (Kehrenberg ve
ark., 2001; Benedict ve ark., 2013; Catry ve ark., 2007; Giirbliz ve ark. 2003; Baysan
2007; Esaki ve ark. 2005; Solmaz ve Ilhan 2011; Blondeau ve ark., 2012; Abera ve ark.,
2014; El Garch ve ark., 2016; Sahin, 2017; Nefendchenko ve ark., 2019).
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Disk diflizyon ve broth  mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak yapilan
antimikrobiyal direng siirveyans modelleme c¢aligmasinda (Benedict ve ark., 2013),
sigirlardan elde edilen 1574 M. haemolytica izolatinda, ampisilin, streptomisin,
tetrasiklin ve siilfamethaksazol+trimethoprime karsi degisen oranlarda direng tespit
edildigi bildirilmistir. Arastirmada, M. haemolytica izolatlarinda antimikrobiyal
direncin belirlenmesinde her iki duyarlilik testinin kullanilabilecegi, ancak broth
mikrodiliisyon yonteminin daha duyarli bulunmasi nedeniyle ileriye yonelik siirveyans
caligmalarinda kullanilacak antimikrobiyal duyarlilik testinin dikkatli secilmesi

gerektigi rapor edilmistir.

Catry ve ark. (2005), sigirlardan izole edilen 25 P. multocida ve 2 M.
haemolytica izolatinin MIK degerlerinin agar diliisyon yontemiyle incelendigi
caligmada, P. multocida izolatlarinin 5 (%20)’inin oksitetrasikline kars1 direngli oldugu
ve MIK degerlerinin 0.125-32 pg/ml olarak belirlendigini, M. haemolytica izlolatlarinin
ise tamaminin oksitetrasikline duyarli oldugu ve MIiK degerlerinin 0.5 pg/ml olarak

tespit edildigi bildirilmistir.

Japonya’da sigirlardan elde edilen 27 M. haemolytica izolatinin agar diliisyon
yontemiyle incelendigi bir arastirmada, izolatlarin 20 (%74.1)’si uygulanan 11
antimikrobiyal maddenin tiimiine duyarli bulunurken, direngli bulunan 7 izolatin 3°i
sadece dihidrostreptomisine, 1’i sadece bikozamine, 1 (%3.7)’1 oksitetrasiklin ve
doksisikline, 1 (%3.7)’1 benzilpenisilin, aspoksilin, dihidrostreptomisin, kanamisin,
oksitetrasiklin, doksisiklin, kanamisin ve tiamfenikole; 1 (%3.7)’1 amoksisilin,
aspoksilin, mesillinam, dihidrostreptomisin, kanamisin, oksitetrasiklin, doksisiklin,
kloramfenikol ve tiamfenikole direngli oldugu rapor edilmistir (Esaki ve ark., 2005).
Katsuda ve ark. (2009) Japonya’da agar diliisyon yontemiyle 229 M. haemolytica sigir
izolatindan 39 (%17)’unun nalidiksik asit, 11 (%4.8)’inin de enrofloksasin ve

danofloksasine direngli bulundugu bildirmistir.

Belgika’da sigirlardan izole edilen 31 M. haemolytica izolatinin agar diliisyon
yontemi ile %38.2’sinin ampisilin, %35.5’inin oksitetrasiklin, %9.7’sinin gentamisin,
%14.7’sinin enrofloksasin ve %22.2’sinin de siilfamethaksazol-trimethoprime direngli
bulunurken, disk diflizyon yontemi ile %32.4’lniin ampisilin, %26.5’inin

oksitetrasiklin, %16.1’inin gentamisin, %14.7’sinin enrofloksasin ve %25.9’unun da
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stilfamethaksazol-trimethoprime ~ direngli ~ oldugu  bildirilmigtir.  Arastirmada,
antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde agar diliisyon yonteminin giivenilir oldugu,
disk  diflizyon yOnteminin ise epidemiyolojik  silirveyans caligmalarinda
kullanilabilecegini, ancak ¢oklu direng belirlenen izolatlarda disk difiizyon yontemi ile

yanlig sonuglar elde edilebilecegi rapor edilmistir (Catry ve ark., 2007).

Kanada’da sigirlardan elde edilen 285 M. haemolytica izolatinda mikrodiliisyon
yontemiyle MIiK degerlerinin belirlendigi bir ¢alismada, enrofloksasin, ceftiofur igin
MiKso/MiKgy degerlerinin 0.016-0.125 pg/ml, tilmikosin icin de 2-8 pg/ml olarak
bulundugu, tiim izolatlarin incelenen antimikrobiyal maddelere karsi duyarli oldugu
bildirilmistir (Blondeau ve ark., 2012). Sigirlardan izole edilen 13 M. haemolytica, 11
P. multocida ve 4 Biberstenia trehalosi izolatinin disk difiizyon yontemiyle incelendigi
diger bir ¢aligmada ise, izolatlarin tamami amoksisiline duyarli bulunurken, tetrasiklin,

eritromisin ve penisilin-G’ye orta duyarli oldugu bildirilmistir (Abera ve ark., 2014).

El Garch ve ark. (2016), sigirlardan izole edilen 134 P. multocida ve 149 M.
haemolytica izolatinda, broth mikrodiliisyon yontemiyle incelenen P. multocida
izolatlarinin 4 (%3)’liniin enrofloksasin ve 15 (%11.2)’inin tetrasikline direngli, M.
haemolytica izolatlarinin ise 1 (%0.7)’inin enrofloksasin, 18 (%12.1)’inin tetrasiklin ve
6 (%4)’smin da tilmikosine direngli bulundugunu bildirmistir. Nefendchenko ve ark.
(2019), sigirlardan izole edilen 54 M. haemolytica izolatinda, disk difiizyon yontemiyle
incelenen izolatlarin 9 (%16.7)’unun gentamisin, 9 (%16.7)’unun streptomisin, 12
(%22.2)’sinin ampisilin, 18 (%33.3)’inin benzilpenisilin, 4 (%7.4)’linlin enrofloksasin,
1 (%1.9)’inin siilfamethaksazol+trimethoprim ve 9 (%16.7)’unun da tetrasikline direngli

bulundugunu bildirmistir.

Ulkemizde farkli bolgelerdeki koyunlarin pnémonik akciger dokusundan alinan
orneklerden elde edilen M. haemolytica izolatlarinin disk difiizyon ydntemiyle
incelendigi ¢alismalarda ise; Sanliurfa yoresinde incelenen 30 M. haemolytica izolatinin
21 (%70)’inin amoksisilin, 12 (%40)’sinin ampisilin, 3 (%10)’iiniin eritromisin, 4
(%13)’liniin tetrasiklin, 1 (%3)’inin streptomisin ve 1 (%3)’inin gentamisine direngli
oldugu rapor edilmistir (Tel ve Keskin, 2010). Van ydresinde yapilan diger bir
calismada ise, incelenen 21 M. haemolytica izolatinin 19 (%90.4)’unun enrofloksasin ve

stilfamethaksazol+trimethoprim, 16 (%76.1)’sinin eritromisin, kloramfenikol ve
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oksitetrasiklin, 15 (%71.4)’inin gentamisin, 10 (%47.6)’unun da ampisilin/sulbaktam,
linkomisin ve penisilin-G’ye duyarli oldugu rapor edilmistir. (Solmaz ve Ilhan, 2011).
Samsun yoresinde yapilan bir arastirmada ise incelenen 16 M. haemolytica izolatinin
tamaminin, oksitetrasiklin, gentamisin ve eritromisine duyarli oldugu, 1 izolatin
enrofloksasin, 4 izolatin siilfamethaksazol + trimethoprim, 15 izolatin da ampisiline
direngli oldugu bildirilmistir. Arastirmada M. haemolytica’nin primer etken oldugu
pnémoni vakalarindan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal direng profillerinin yillara

ve bolgelere gore degisiklik gosterebilecegi rapor edilmistir (Sahin, 2017).

Sunulan bu ¢alismada ise, E test ile incelenen 48 M. haemolytica izolatindan
sadece 9 (%18.8)‘unda direng tespit edildi. Bu izolatlardan 1’1 eritromisine, 2 (%4.2)’si
de penisiline direncgli bulunurken, 1 (%2.1)’inde tilmikosin ve penisiline, 1 (%2.1)’inde
tilmikosin, streptomisin ve penisilin, 1 (%2.1)’inde eritromisin, tilmikosin, streptomisin
ve tetrasiklin ve 3 (%6.2)’linde de eritromisin, tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin,
penisilin ve ampisiline olmak iizere ¢oklu direng tespit edildi. Direngli izolatlarda MIK
degerlerinin ise; eritromisine direncli 1 izolatta 16 pg/ml, penisiline direngli 2 izolatta 1-
1.5 pg/ml, tilmikosin ve penisiline direngli bir izolatta 64<-1, tilmikosin, streptomisin
ve penisiline direngli 1 izolatta 32, 64, 1 pg/ml, eritromisin, tilmikosin, streptomisin ve
tetrasikline direngli 1 izolatta 24, 32, 64 ve 12 pg/ml olarak tespit edildi. Eritromisin,
tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin, penisilin ve ampisiline direngli bulunan 3 izolatin
2’inde MIK degerlerinin 24-64 pg/ml, 1’inde ise 1.5-64 pg/ml arahiginda degiskenlik
gosterdigi belirlendi. E testi ile sadece penisillin ve sadece penisillin ve tilmikosine
direncli bulunan 3 izolat ile tilmikosin, streptomisin ve penisiline direncli 1 izolat,
eritromisin, tilmikosin, streptomisin ve tetrasikline diren¢li 1 izolat ve eritromisin,
tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin, penisilin ve ampisiline direngli 1 izolat da disk
difiizyon testinde penisilline duyarli bulundu. Bununla birlikte ¢alismada kullanilan 48
izolatin tamami gentamisin, ceftazidim, enrofloksasin ve
stilfamethaksazol+trimethoprime her iki test yontemiyle de duyarli oldugu tespit edildi.
Arastirmada incelenen M. haemolytica izolatlarinda belirlenen antimikrobiyal direng
oranlari; Tel ve Keskin (2010), Solmaz ve ilhan (2011), Sahin (2017), Catry ve ark.
(2007), El Garch ve ark. (2016), Nefedchenko ve ark. (2019)’ tarafindan bildirilen
oranlardan diisiik, bulunurken, Catry ve ark. (2005), Esaki ve ark. (2005) ve Blondeau
ve ark. (2012) tarafindan bildirilen oranlardan yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica
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tetrasiklin ve tilmikosine direngli olan izolatlarda MIK degerlerinin yiiksek oldugu,
bunun nedeninin ise Van bdlgesinde bu iki antimikrobiyal maddenin gerek profilaktik
gerekse terapotik amagla yiiksek oranda kullanilmasindan kaynaklanabilecegi kanisina
varildi. Bunun yami sira M. haemolytica izolatlar1 arasinda antimikrobiyal direng
cesitliligi ve direng oranlar1 arasindaki farkliligin, bolgeden bolgeye ve yillara gore
gerek tedavi gerekse profilaktik amagli kullanilan antimikrobiyal maddeler ile
antimikrobiyal direncin belirlenmesinde kullanilan test yontemlerinin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniildii.

M. haemolytica izolatlarinda antimikrobiyal diren¢ genellikle plazmid ve
transpozon gibi ekstrakromozomal genetik elemanlarla ve ¢ok hizli bir sekilde
yayilmakta ve boylece ¢ok ¢esitli antimikrobiyal maddelere karsi direng olusumuna yol
acmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ ile iliski genlerin varliina yonelik PCR
calismalarinda; Fransa’da sigirlardan izole edilen ve agar diliisyon ve disk diflizyon
yontemiyle amoksisilin/klavulonikasit ve tikarsilin/klavulonikasite direngli bulunan 1
M. haemolytica ve 2 P. multocida izolatinda MIK degerlerinin yiiksek (128-256 pg/ml)
bulundugu ve bu izolatlarda plazmid DNA ekstraktinin kullanildigi PCR testinde de
blaros-1 geni tespit edildigi rapor edilmistir (Livrelli ve ark., 1988)

S1g1ir ve domuzlardan elde edilen ve disk diflizyon ve broth diliisyon yontemleri
ile siilfamethaksazol ve streptomisine direngli bulunan 4 M. haemolytica ve 4 P.
multocida izolatinda yapilan bir caligmada (Kehrenberg ve Schwarz, 2001), M.
haemolytica izolatlarinin 1’inden ve P. multocida izolatlarinin da 2’sinden elde edilen
plazmid ve kromozomal DNA 6rneklerinde siilfanamid direng geni sulll ve streptomisin
direng geni StrA tespit edildigi bildirilmistir. Almanya’da sigirlardan elde edilen toplam
302 M. haemolytica ve P. multocida izolatinda yapilan diger bir calismada (Schwarz ve
ark., 2004) da, mikrodiliisyon yontemiyle streptomisine direncli bulunan 5 izolatin
4’tinde strA geni saptanmistir. Kehrenberg ve ark. (2005) da, sigirlardan elde edilen ve
tetrasikline direngli bulunan 2 P. multocida ve 3 M. haemolytica izolatinda tetrasiklin
diren¢ genlerinden tetK ve tetL genlerinin sadece 2 M. haemolytica izolatinda tespit

edildigi bildirmistir.

Katsuda ve ark. (2009), agar dillisyon yontemiyle enrofloksasin ve

danofloksasine direngli 11 (MIK aralig1 0.063—16.0 pg/ml) ve nalidiksik aside direngli
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39 izolat (MIK aralig1 0.5-256 pg/ml) ile birlikte duyarli bulunan 14 M. haemolytica
izolatinda florfenikol grubu gyrA ve parC genlerinin tespit edildigini bildirmistir.
Arastirmacilar, kloramfenikol (MIK 64pg/ml), florfenikol (32 pg/ml), oksitetrasiklin
(64 ng/ml), kanamisin (512 ug/ml), dihydrostreptomisin (512 ug/ml), nalidiksik asit
(256 pg/ml), ampisilin (512 pug/ml) ve amoksisiline (512 pug/ml) direngli oldugu tespit
edilen 1 M. haemolytica izolatinda da florfenikol direng geni tasiyan 7.7 kb

bliytikliiglinde plazmid izole edildigini bildirmislerdir (Katsuda ve ark., 2012).

Klima ve ark. (2011)’1 sigirlardan izole edilen 16 M. haemolytica izolatinin disk
difiizyon yoOntemiyle sadece oksitetrasiklin, 13’{inlin sadece ampisilin, 2’sinin de
ampisilin ve oksitetrasikline direnc¢li oldugunu, oksitetrasikline direngli 16 izolatta tetH,
tilmikosine orta direngli bulunan bir izolatta ermX, ampisiline direngli 2 izolatta da
blaros-1 geni tespit edildigini, oksitetrasikline direngli izolatlarin higbirinde tetB, tetG,

tetK, tetL ve tetM tetrasiklin diren¢ genlerinin bulunmadigini bildirmistir.

Desmolaize ve ark., (2011), sigirlardan elde edilen 4 M. haemolytica izolatindan
I’inin tulatromisin, gamitromisin, tilmikosin ve klindamisine duyarli bulundugunu ve
bu izolatta makrolid diren¢ genlerinin tespit edilemedigini bildirmislerdir. Calismada
s0z konusu antimikrobiyal maddelere direngli bulunan 3 izolattan 1’inde sadece msrE
ve mphE genleri, 2’sinde de erm42, mphE ve msrE genlerinin tamaminin tespit edildigi
ve her ii¢ geni tastyan izolatlarda belirlenen MIK degerlerinin de daha yiiksek (64-1024
pg/ml) bulundugu bildirilmistir.

Sigirlardan elde edilen 22 M. haemolytica izolatinda makrolid direng genlerinin
varligina yonelik benzer bir ¢alismada, sadece erm42 geni tasiyan 1 M. haemolytica
izolatinda gamitromisin MIK degerinin diisiik (4 mg/L), tildiprosin MIK degerinin ise
yiiksek (32 mg/L) oldugu, her ii¢ geni de tasiyan 21 M. haemolytica izolatinda ise bu

e

degerlerin 32-64 mg/L arasinda degistigi rapor edilmistir (Eidam ve ark., 2012).

Kanada’da yapilan diger bir calismada sigirlardan izole edilen 90 M.
haemolytica izolatinin 16 (%18)’sinin en az 1 antimikrobiyal maddeye direngli oldugu;
oksitetrasikline direncli izolatlarda tetH, penisilin ve ampisiline direngli izolatlarda da
blaros-1 geni belirlenirken, tilmikosine direngli 5 izolatta makrolid direng genlerinin

saptanmadigi bildirilmistir (Klima ve ark. 2014).
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Amerika’da yapilan benzer bir deneysel ¢alismada, M. haemolytica ile enfekte
276 sigirda farkli siirelerde uygulanan gamitromisin tedavisi sonrasinda sadece 11
sigirdan elde edilen M. haemolytica izolatlarindan sadece 2’sinin sdz konusu
antimikrobiyal maddeye direngli oldugu, incelenen direngli izolatlarda makrolid direng

genlerinin tespit edilmedigi bildirilmistir (Dedonder ve ark., 2016).

Yapilan bu ¢alismada, E-test yontemiyle antimikrobiyal direng tespit edilen 9
izolattan, MIK degeri 64 pg/ml olarak bulunan streptomisin direngli 5 izolatin
tamaminda StrA geni tespit edildi. Bu izolatlarin, MIK degerleri 32 pg/ml olan 2’sinde
erm42, 3’iinde de mphE ve msrE makrolid direng genleri tespit edildi. MiK degeri 16
ng/ml olarak bulunan eritromisine direngli diger 1 izolatta da sadece mphE geni
bulundugu belirlendi. Coklu direng belirlenen 3 izolattan 2’sinde tetrasiklin, ampisilin
ve penisilin icin MIK degerleri 32, 24 ve 32 pg/ml ve 1’inin de 8,4, 1.5 pg/ml
bulunmasia ragmen tetH ve blarog.1 genleri tespit edilemedi. E-testi ile MiK degerleri
tilmikosin i¢in 64< pg/ml ve penisillin i¢in 1-1.5 pg/ml olarak bulunmasina ragmen,
sadece penisilline direngli 1 ve penisillin-tilmikosine direngli bulunan 2 izolatta direng
genleri tespit edilemedi. Arastirmada elde edilen bulgularin Kehrenberg ve Schwarz
(2001) ile Schwarz ve ark. (2004)’nin elde ettigi strA geni bulgularindan ve Desmolize
ve ark. (2011)’nin elde ettigi erm42 ile Dedonder ve ark. (2016)’nin elde ettigi erm42,
mphE ve msrE geni bulgularindan yiiksek oldugu tespit edilirken, Desmolize ve ark.
(2011)’nin elde ettigi mphE ve msrE geni bulgularindan diisiik; Livrelli ve ark. (1988)
ile Klima ve ark (2011) elde ettigi blagos-1, Kehrenberg ve ark. (2005) ile Klima ve ark
(2011)’nin elde ettigi tetrasiklin diren¢ geni bulgularindan diisiik oldugu belirlendi.
Yapilan ¢aligmalarda antimikrobiyal diren¢ gen oranlar1 arasinda farklilik olugmasi ve
direngli izolatlarda bazi diren¢ genlerinin tespit edilememesi, antimikrobiyal direngten
sorumlu birden fazla gen bdlgesinin olabilecegi ve bu genlerin kromozomal DNA
disinda transpozon ve plazmid gibi mobil genetik yapilarla tasimmiyor olmasindan
kaynaklanabilecegi, ayrica antimikrobiyal direncten sorumlu bir veya birka¢ genin
birlikte bulundugu izolatlarda MIK degerlerinin yiiksek olmasi, ilgili diren¢ geninin
antimikrobiyal madde grubuna kars1 bakteride fenotipik direncin olusumunda 6nemli bir

fonksiyonu olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sonug olarak;

> Arginin-arginin negatiflik ile virillens gen | profiline sahip izolatlarin
kommensal ve patojen M. haemolytica izolatlarinin ayriminda kullanilabilecek
epidemiyolojik kriter olabilecegi ve konu ile ilgili yeni ¢calismalarin yapilmasi,

> M. haemolytica izolatlarinin siilfanamid, enrofloksasin, ceftazidim ve
gentamisine duyarli oldugundan dolayr bu antimikrobiyal maddelerin M. haemolytica
kaynaklt pnomoni tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniiliirken, gelecekte M.
haemolytica izolatlarinda eritromisin, tilmikosin, streptomisin, tetrasiklin, penisilin ve
ampisiline karsi direncin yiikselme potansiyeline sahip oldugu ve karsilagtirmali test
yontemleri kullanilarak yeni epidemiyolojik ¢aligsmalarin yapilmasi,

> Ayrica, M. haemolytica izolatlarinda erm42, mphE, msrE genlerinin makrolid,
StrA geninin de aminoglikozid direncinden sorumlu genler oldugu, total DNA’da tespit
edilebildigi ve direng geni tespit edilen izolatlarin biiyilk ¢ogunlugunda MIK
degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenirken, tetH ve blagrog-1 genlerinin total DNA’da
tespit edilemediginden dolay1 bu genlerin plazmid ve transpozon gibi ekstrakromozomal
DNA’da tasinabilen genler olabilecegi, bu yiizden antimikrobiyal direng ile ilgili baska
mekanizmalarin arastirilmasina yonelik yeni ¢aligmalarin yapilmasi,

gerektigi sonucuna varildi.
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